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Uber die Synthese der Kreatinphosphorsiure im lebenden Muskel. 


Von 


0. Meyerhof und D. Nachmansohn. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem, und dem 
Institut fiir Physiologie im Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizinische 
Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 6. April 1930.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Zur weiteren Aufhellung der Rolle, die die Kreatinphosphorsaure 
(,,.Phosphagen‘) bei der Tatigkeit des Muskels spielt, bedarf nicht 
nur der Vorgang des Zerfalls, sondern auch der Synthese einer 
genauen quantitativen Untersuchung. Bisher ist dariiber durch 
P. und G. P. Eggleton bekannt, daB die totale Synthese nur in 
Sauerstoff geschieht!, sowie durch O. Meyerhof und K. Lohmann? 
und D. Nachmansohn*, daB eine partielle Synthese auch schon in 
Stickstoff sowie bei Hemmung der Oxydationen durch KCN ge- 
schieht. Diese macht in normalen Muskeln am Beginn der Ermiidung 
etwa ein Drittel der Zerfallsmenge aus. Wahrend die letztere Synthese 
ohne Analogie bei der Kohlenhydratspaltung ist, besitzt die aerobe 
Resynthese eine gewisse Ahnlichkeit mit der oxydativen Riick- 
verwandlung der Milchséure in Kohlenhydrat. Immerhin ist auch in 
bezug auf diese von Eggleton‘ festgestellt, daB sie bei niederer Tem- 
peratur (5° C) in etwa einer Stunde nahezu abgeschlossen ist, wihrend 
gleichzeitig nur ein geringer Teil der Milchséure geschwunden ist. 
Bildet man das Verhiltnis Sen Sareen 
mol. Milchsiure geschwunden 
Analogie zu dem friiher bestimmten Zerfallsquotienten 


, das man in 


mol. Phosphagen gespalten 


mol. Milchsaure gebildet 





1 Biochem. Journ. 21, 190, 1927. 

2 Die Naturwissenschaften 15, H. 32, 1927. 
3 Diese Zeitschr. 196, 73, 1928. 

* Journ. of Physiol. 68, 155, 1927. 


Biochemische Zeitschrift Band 222. 
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berechnen kann, so ergibt es sich aus den Versuchen von Eggleton in 
der GréBenordnung von 3 bis 5. Zum Unterschied von diesen beiden 
Arten der Resynthese fand D. Nachmansohn! schlieBlich noch eine 
primare Synthese iiber den Ruhegehalt hinaus beim Einlegen von 
Muskeln in Phosphatlésung, waihrend Eggleton, Duliére und Horton? 
schon bei langerem Aufenthalt abpraparierter Muskeln in reiner Sauer- 
stoffatmosphare eine spontane Synthese beobachten konnten. 


Die drei genannten Arten der Phosphagensynthese haben wir in 
bezug auf ihren Umfang und die Bedingungen ihres Eintritts naher 
untersucht und insbesondere bei der oxydativen Resynthese auch den 
Sauerstoffverbrauch bestimmt, um einen Anhaltspunkt fiir den méglichen 
Energieaufwand bei dieser Synthese zu gewinnen. Wahrend die Be- 
stimmung des Phosphagenumsatzes wie in den bisherigen Arbeiten 
geschah, hatte die Messung des Sauerstoffverbrauchs in besonderer 
Weise zu geschehen. Die Methode ist in Kap. IIb beschrieben. 


I. Die anaerobe Resynthese. 


Die anaerobe Resynthese, die sich im Anschlu8 an einen Tetanus 
(bei 20°) im Verlauf von etwa 20 Sekunden vollzieht, ist ihrem Umfang 
nach, wenn man sie prozentual auf die ZerfallsgréBe berechnet, keines- 
wegs konstant. Bei zunehmender Ermiidung wird zwar der absolute 
Betrag des im AnschluB an jeden Tetanus resynthetisierten Phosphagens 
geringer, der prozentuale Anteil dieser jeweils resynthetisierten Menge, 
bezogen auf den totalen Zerfall bei dem betreffenden Tetanus, dagegen 
auBerordentlich viel gréBer. Dies ist zwar fiir eine Serie von mehreren 
Tetani nur noch schwer berechenbar, doch ergibt sich iiberschlagsweise, 
daB nach dem dritten 5-Sekundentetanus in den darauffolgenden der 
weitaus gréBte Teil des jeweils zerfallenen Phosphagens anaerob 
wieder resynthetisiert wird®. Weiterhin ist bei der Einschrinkung des 
Zerfalls durch die Curareartig wirkenden Substanzen die Resynthese 
keineswegs in gleichem MaBe eingeschrinkt, vielmehr nahezu ebenso 
groB wie normal, so daB sie z. B. nach einem 5-Sekundentetanus in mit 
Tetramethylammoniumchlorid vergifteten Muskeln etwa 70 bis 80% 
des zerfallenen Betrages ausmacht, statt 30°, im unvergifteten Muskel. 
Wir untersuchten nun, ob ganz allgemein bei Verringerung des Zerfalls, 
die ja parallel mit der Verlangsamung des Erregungsablaufs geht*, der 
prozentual resynthetisierte Anteil erhéht wird. 


1 Diese Zeitschr. 208, 237, 1929. 

2 Journ. of Physiol. 68, 193, 1929; 67, 152, 1929. 

* D. Nachmansohn, diese Zeitschr. 196, 73, 1928. 

4 O. Meyerhof, Die Naturwissenschaften 17, 283, 1929; D. Nachman- 
sohn, diese Zeitschr. 218, 262, 1929. 
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a) Als Vertreter der curareartigen Substanzen ist das Trimethyl- 
octylammoniumjodid geeigneter als Tetramethylsalz, da es, wie friiher 
berichtet, den Muskel weniger schidigt und eine noch starkere Ein- 
schrankung des Zerfalls bewirkt. In der Tat ist hier die anaerobe Re- 
synthese auBerordentlich groB; sie betrug im Durchschnitt von finf 
Versuchen bei 15 bis 20° 0,275 mg P,O; pro Gramm Muskel (siehe 
Tabelle I), was der absoluten GréBe der anaeroben Resynthese im 
unvergifteten Muskel gleichkommt, waihrend die Gesamtabnahme des 
Phosphagens, die dem reversiblen Zerfall entspricht, bezogen auf 
gleiche Arbeitsleistung, nur etwa den achten bis zehnten Teil des Zerfalls 
im unvergifteten Muskel ausmacht. 


Tabelle I. 


Anaerobe Resynthese nach Vorbehandlung mit Trimethyloctylammonium- 
jodid. Ejinspritzung von 30 mg in den Riickenlymphsack. Einwirkungs- 
dauer 114 bis 2 Stunden. Reizung bei Zimmertemperatur mit einem 


5-Sekundentetanus. Reizfrequenz 30 pro Sekunde, R.-A. 4 bis 6em. R. temp. 


a) Ohne Erholung, b) mit 30 Sekunden Erholung. 





Anaerobe 


Versuchs- P2 O5 Phosphagen-P, 0; Resynthese 
Muskel- Spannung direkt mg POs 
- gewicht x Zeit bestimmt ——— a oe —_ : 

. Datum mg m aa ae 
me. 1929 g g103 x see mg abs. pro g . ~ =. 
a yor 7.8 1.45 0,68 0,79 47 92 as 
1, | 1%) 086 | ge | 149 | 096 | 112 | 6 | 978 | 2858 
9 8 "OR 6,8 1,29 0,61 0,84 47 : 99 
2, (| 1%-/ 1725) go | 186 | 077 | 1,06 | 56,5 || 916 | 022 
a " 6,1 1,34 0,57 0,78 42.5 , ‘ 

‘ o y 0,23 82 
ei) es Lamha. oe 
®levr 5,9 1,34 0,74 1,07 55 ‘s 
; ’ ; t 199 
44 / 3X. 069 57 | 130 | 089 «1.29 | 685 | O15 0,22 
pay Se eS am 1,66 || 0,77 | 081 | 465 1) poo | aa 
Sy, | S% | O85) oe | 172 | 105 | 110 | 61 | 8S | 988 


Durechschnitt: 0,275 


b) Im Gegensatz hierzu steht das Verhalten normaler, unermiideter 
Muskeln, wenn man die GréBe des Zerfalls variiert. Dies kann auf 
zwei Weisen geschehen: 1. durch Anderung der Temperatur, 2. durch 
Benutzung von sich langsam kontrahierenden Muskeln, z. B. dem 
Gastrocnemius der Krote. 

Bei 4° ist der Zerfall fiir gleich groBe Spannungsentwicklung und 
Dauer des Tetanus weniger als halb so groB wie bei 24°. Ebenso wird 
nun bei 4° nur knapp halb so viel resynthetisiert wie bei 24°, namlich 
nur 0,12 mg P,O; pro Gramm Muskel, statt 0,30 mg. Die Resultate 
sind aus Tabelle II zu ersehen. 

1* 
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Tabelle II. 


Anaerobe Resynthese des Phosphagens bei verschiedener Temperatur. 
Reizung mit einem 5-Sekundentetanus. R.-F. 25 pro Sekunde, R.-A. 10 
bis 12cm. R. temp. 





Anaerobe 








Versuchs- Dauer P2 05 Phosphagen-P, 0; Resynthese 
Muskel- Spannung) ger Er-| direkt mg P205 
Sonera gewicht, x Zeit | holung bestimmt ———— o 
Nr. | Datum g1o3 | mg @ al : 
aoa 1929 g xX see | sec mg abs. | prog in read | oat 
Bei 3 bis 4°. 
- 10,3 0 1,69 0,63 | 0,71 | 37 
9 ’ , , : 
1 [%-X./ 0,89 | 108 | 30 | 1,62 | 0,78 | 0,82 | 45 | %10/ 0,11 
i 2 7 } 5 
2 D5. xX 0.76 10,1 0 1,62 0,73 | 0,96 4 ) 0,09 0.12 


10,1 30 1,54 0,82 1,08 | 53 


0 1,39 0,70 1,01 50 


sno 9.0 : 
3 |25.X.) 069 97 | 60 | 138 | 076 | 110 | 57 | 9,06 | 0,09 
7,0 
72 


0 1,24 051/086 41 ” 
60 | 119 | O61 103 51 910 0,17 


Durchschnitt: | 0,12 


4 (25.X. 0,595 | 


Bei 23 bis 24°. 
aii " 10,1 0 | 152 | 030) 039 | 20 |... 
5 /25.X.! 0,77 | joo | go | yar | 054 | 070 | 38 || 0024 | 0,81 
11,6 0 148 | 023 026 155/,. 
6 /25.X./ 0.83 | y2'o | 80 | 196 | 049 | 0,55 | a6 | 9-26 | 0,29 


Durchschnitt: 0,30 


Dabei wurde in zwei Versuchen (Nr. 3 und 4) die Erholungs- 
zeit auf 60 Sekunden verlingert, weil die Resynthese bei der tiefen 
Temperatur eventuell langsamer verlaufen konnte; doch machte dies 
keinen Unterschied. Genau so verhilt sich der Krétengastrocnemius, 
wo bei einem 5-Sekundentetanus nur etwa ein Drittel soviel zerfallt 
wie beim Frosch bei gleicher Temperatur und entsprechend auch 
nur knapp halb (0,12 mg P,O; pro Gramm) soviel resynthetisiert 
wird. Die betreffenden Versuche sind schon in Tabelle VI und XVII 
in der vorigen Mitteilung angefiihrt!. 

Vielleicht hangt der Unterschied der beiden letztgenannten Fille 
gegeniiber der Ermiidung und Curaresierung damit zusammen, daB8 
die Milchséurebildung dabei ahnlich eingeschrinkt ist, wahrend sie 
bei der Ermiidung und Curaresierung fast unverandert bleibt. Ist 
also die Milchsiurebildung im Verhaltnis zum Phosphagenzerfall groB, 
so scheint auch der Umfang der Resynthese relativ groB, sonst aber ist 
sie der ZerfallsgréBe proportional. Doch miiBte, um diese Annahme 
sicherzustellen, das Material noch vermehrt werden. 





1 D. Nachmansohn, diese Zeitschr. 218, 262, 1929. 
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Synthese der Kreatinphosphorsaéure im lebenden Muskel. 5 


II. Die aerobe Resynthese. 
a) Verlauf der aeroben Resynthese. 


Trotzdem im AnschluB an jede einzelne Kontraktion ein gewisser 


Teil des zerfallenen Phosphagens anaerob wieder resynthetisiert wird, 


so nimmt doch wegen der Unvollstandigkeit dieser Resynthese der 
Gehalt mehr und mehr ab. Allerdings wird auch diese Abnahme immer 
geringer und ein gewisser Rest an Phosphagen halt sich noch bis zu 
auBerst fortgeschrittenen Ermiidungsstadien, wahrscheinlich wohl bis 
zum vo6lligen Erléschen der Anspruchsfihigkeit des Muskels. Wie 
schon von Eggleton nachgewiesen, kann das so zerfallene Phosphagen in 
Sauerstoff restituiert werden. Gleichzeitig aber muBten seine Versuche 
einen Zweifel daran erwecken, ob hier ein aus Oxydationen stammender 
gréBerer Energiebetrag fiir die Synthese verfiigbar ist, da diese bei 
tieferer Temperatur rascher verlief als bei hoher, und sich nur ein sehr 
geringer gleichzeitiger Milchsiureschwund beobachten lieB. 

Die Feststellung Eggletons ist in der Tat richtig und laBt sich 
dahin erweitern, daB in ermiideten Gastrocnemien die Synthese um 
so rascher verlauft, je tiefer die Temperatur ist, also nicht nur bei 5° 
rascher als bei 15°, sondern bei — 0,5° noch erheblich rascher als bei 5°. 
Dies ist aus Tabelle III zu ersehen. 

Nach einem 5-Sekundentetanus —- Zerfall etwa 0,6 mg P,O; pro 
Gramm — ist in einer Erholungszeit von 30 bis 50 Minuten bei 0 und — 1° 
der Ruhewert annaihernd wieder erreicht. Bei 15° sind dagegen etwa 
0,18 mg, bei 5° 0,10 mg PO, weniger synthetisiert. Im Zusammenhang 
mit den folgenden Versuchen und mit der Bestimmung des Sauerstoff- 
verbrauchs ergibt sich jedoch eine einfache Erklarung fiir diesen schein- 
bar negativen Temperaturkoeffizienten. Dieser ist namlich auf das 
unzureichende Eindringen des Sauerstoffs in das Muskelinnere zu 
beziehen. Dies riihrt her 1. von der geringeren Léslichkeit des Sauerstoffs 
bei héherer Temperatur, 2. von der erhéhten chemischen Oxydations- 
geschwindigkeit. Je héher die Reaktionsgeschwindigkeit des Sauerstoffs 
im Muskel ist, in eine um so schmialere Randzone gelangt der Sauerstoff 
hinein. Da die angehiufte Milchsiure die GréBe der Oxydations- 
geschwindigkeit bestimmt, und zwar mit einem chemischen Tem- 
peraturkoeffizienten, so gelangt um so mehr Sauerstoff in das Muskel- 
innere, je geringer der oxydative Milchséiureschwund ist. Die Milch- 
siure selbst schwindet nun trotzdem bei 15° rascher als bei 5° oder 
gar 0°. Dies kann man so erklaren, daB die Milchsiure, nach MaBgabe 
ihres oxydativen Schwundes, in die Oberflichenschicht des Muskels 
hineindiffundiert. Dies gilt aber offenbar nicht fiir die Spaltprodukte 
der Kreatinphosphorséure. Da nach den Messungen von Stella! das 


1 Journ. of Physiol. 66, 19, 1928, 
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Synthese der Kreatinphosphorséure im lebenden Muskel. j 


abgespaltene Phosphat tiberhaupt nicht diffusibel wird, sondern offenbar 
durch Adsorption festgelegt, so kann es jedenfalls nur zur Synthese 
dienen, wenn der Sauerstoff selbst bis an den Adsorptionsort vor- 
gedrungen war. Andererseits beweist das Stattfinden der Resynthese 
bei 0°, daB sie bedeutend weniger Sauerstoff bedarf als die Synthese 
des Kohlenhydrats. ‘ 

DaB nun die Resynthesegeschwindigkeit von der Diffusions- 
geschwindigkeit des Sauerstoffs abhangt, folgt weiter daraus, daB sie 
etwa proportional mit der Zeit vor sich geht, unabhangig von der GréBe 
des Zerfalls. Ferner auch verlauft sie in Luft auBerordentlich viel 
langsamer als in Sauerstoff oder ist eventuell gar nicht mehr 
nachweisbar. Zwei derartige Versuche in Luft sind in Tabelle IV 
wiedergegeben. 

Tabelle IV. ' 
Abhangigkeit der Resynthese des Phosphagens von der Sauerstoffkonzen- 
tration. Der eine Muskel (a) lag in Ringerlésung, die an der Luft stand, 
der zweite (b) in Ringerlésung, durch die reiner Sauerstoff geleitet wurde. 
Beide Muskeln (Gastrocnemien von R.temp.) waren mit 10 Tetani zu 
4 Sekunden mit je 30 Sekunden Intervall gereizt (indirekte Reizung der 


ganzen Schenkel mit R.-F. 25, R.-A. 12 em). Temperatur der Ringerlésung 
betrug — 0,5°. Dauer der Erholung 30 Minuten. 











a > . : Differenz 
Versuchs- Muskel- F205 Phosphagen-P, 0; Phosphagen-P,05 
——_———|| gewicht I asti mg 
. Datum pestimmet mg i Fe 2s - 

cals 1929 £ mg abs. pro g : | abs prog 
a , 0,52 0,97 0,38 0,73 39 ‘ 
8. X. or > ’ . (0,22 0,43 
1) | 18%.) 0535 | 100 | 061 | 114 | 61 é 
, 0,59 0,95 0,28 0,48 | 29,5 - 
= “ ’ pe Ou, 0,2! 1.42 
7 18. X. 0,58 0,94 0,52 0.90 | 55 an 0,42 


Die Temperatur betrug auch hier — 0,5°. ; 

Um den Gang der Synthese bei — 0,5° festzustellen, wurde zunachst 
ihr Umfang in einer 45 Minuten dauernden Erholungszeit bei ver- 
schieden weitgehendem Zerfall gemessen. Die Restitution war in dieser 
Zeit vollstandig nach 6 Tetani, angenadhert nach 11 Tetani zu je 
4 Sekunden, jedoch unvollstandig nach 16 Tetani (Tabelle V). 


Im Anschlu8 hieran wurde nach einer Reizperiode von 10 Tetani 
zu je 4Sekunden der Phosphagengehalt eine halbe Minute nach der 
Erschlaffung und nach 10, 20, 30, 40 Minuten bestimmt, ferner auch 
nach 20 Tetani zu je 4 Sekunden nach !., 20 und 40 Minuten Erholungs- 
zeit. In beiden Fallen erhalt man einen linearen Verlauf der Restitution. 
Die Ergebnisse sind in der Tabelle VI und ferner in Abb. 1, 2 und 3 


wiedergegeben. 
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Tabelle V. 
GréBe der aeroben Resynthese in Abhangigkeit von der ZerfallsgréBe. Als 
Ruhewert wurden die Sartorien (a) genommen, dann die ganzen Schenkel mit 
einer verschiedenen Zahl von Tetani zu 4 Sekunden in je 30 Sekunden Ab- 


Der eine Gastrocnemius (b) wurde sofort verarbeitet, 


der andere (c) nach 45 Minuten Erholung in sauerstoffgesittigter Ringer- 


lésung von — 0,5°. 


R.-A. 11 bis 12cm, R.-F. 25 pro Sekunde, R. temp. 
































Phosphagen-P» O05 











Versuchs- Muskel- | Zahl | P20, | Phosphagen-P, 0, aerob — 
i gewicht der | direkt | _ we 
; Datum || Tetani bestimmt | mg A 
a. 1929 g mg abs. | prog ° om. oe 
a 034 | — | 0,76 | 0,56 | 1,64 | 74 
1b |14.X.} 1,53 0,73 | 0,95 48 = 
¢ porwr © | am | asl ime | | OM | OF 
a 0,24 — 0,55 0,41 | 1,71 75 
2b 14.X.) 0,605 . 1,11 0,53 | 0,88 48 - 
c 062 © 115 | 087/140) 76 | 8 | 0,52 
a | 0,235 ao 0,44 0,30 | 1,26 68 
3b 14.X. 1,06 | 040 | 0.75 38 : 
: | 9585) 11 105 | 070 | 181 | 67 | 980 | 0.56 
a 1022 | — 0,46 0,30 | 1,36 65 
4b | 14.X.) 0,94 0,21 | 0,45 22 
e | 9465 | 16 | O93 | ose} 112) 56 | 931 | 0,67 
8 9,97 a 
& § 60 | | x 8 S60 
° Ae eS i 
Ky : pee $ 
& 20}—* + © 8 29 
S 8& 
SS Ww ww FO’ 8 P 0 Ww 20 30 40’ 


Abb. 1. 


Aerobe Resynthese des Phosphagens 
in mg P.O; pro Muskel nach Reizung 


mit 10 Tetani zu 4 Sek. 


Abb. 2. 


Aerobe Resynthese des Phosphagens 
in mg P20; pro Muskel nach Reizung 


mit 20 Tetani zu 4 Sek. 
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Tabelle VI. 


Geschwindigkeit der aeroben Resynthese bei — 0,5°. Als Ruhewert dienten 

zwei Sartorien (a). Die ganzen Oberschenkel wurden mit 10 bzw. 20 Tetani 

zu 4 Sekunden in je 30 Sekunden Abstand gereizt, der eine Gastrocnemius (b) 

wurde dann sofort verarbeitet, der andere (c) verschieden lang in sauerstoff- 

gesittigter Ringerlésung von — 0,5° liegen gelassen. R.-A. 11 bis 12 cm, 
R.-F. 25 pro Sekunde. R. temp. 





Phosphagen-P, Os 


Versuchs- Muskel-| Dauer P2 0s Phosphagen-P, 05 aerob = hetisiert 
gewicht| der | direkt | a TSLA a PA ee eRe 
| Datum Erholung | bestimmt mg ‘ 
™ | 1929 g Min. | mg abs. pro g 10 ome. = 
1. 10 Tetani. 
a 0,24 ~ 0,40 || 0,29 | 1,21 | 72,5 
1b 15.X. 0 0,98 | 0,30 052 31 ; . 
6 0575 | 19 ©0999 | 042 | 073 | 42 | 912 | 0,21 
b - 0,425 0 0,77 | 0,27 , 0,63 | 35 
2, |15%.! 945 | 99 | o82 | 042! 094 | 51 | O14 | 0,81 
a 0,27 ons 0,51 | 0,86 1,33 | 70,5 
Sb | 15.X.| oe. 0 111 | 038 0.59 | 34 0,28 0,43 
¢ , 30 1,07 | 066 1,02 62 
btu fen 0 0,79 | 081 0,76 39 a) ; 
4, |15.%. 940 | 40 | 0.76 | 056 | 1.40) 74 || 926 | 0,64 
2. 20 Tetani. 
a 0.29 bins 0,56 || 0,89 | 1,34 | 70 
5b |17.X.| 0,64 | 0 122 017 027 14 0195 0,29 


0,675 | 20 124 038 056, 31 

e 0,265 | 0.48 | 0,85 1,82) 78 

6b |17.X.| 0,585 | 0.15 028 14 028 | 0,52 
0.525 | 40 105 | 042 080) 40 | 


oe 


o | 
= 
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b) Messung des Sauerstoffverbrauchs. 


Fiir die Messung des Sauerstoffverbrauchs war die manometrische 
Methode nicht anwendbar, weil die Aufgabe darin bestand, einen bei 
Zimmertemperatur ermiideten Muskel so rasch wie méglich auf 0° 
abzukihlen und von Anfang an die Sauerstoffaufnahme zu bestimmen. 
Abgesehen davon, daB die Abkiihlung auf 0° zu lange Zeit in Anspruch 
nimmt, wenn sich der Muskel frei im Gasraum oder in einem sehr 
kleinen Fliissigkeitsvolumen befindet, entstehen bedeutende Fehler 
durch die Temperaturabhangigkeit der Léslichkeit der Gase in der 
Muskelsubstanz, die sich wegen der langsamen Diffusion im Muskel- 
gewebe erst im Laufe von | bis 2 Stunden mit der Konzentration der 
umgebenden Lésung ins Gleichgewicht setzen kénnen. Aus diesen 
Griinden empfah] sich die Benutzung der Winklerschen Sauerstoff- 
titration. Hier konnte ein bei Zimmertemperatur ermiideter Muskel 
in ein gréBeres, auf —0,5° abgekihltes Fliissigkeitsvolumen rasch 
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hineingeworfen werden; die Sauerstoffaufnahme wurde von diesem 
Moment an ohne Riicksicht auf die Temperaturdifferenz von Muskel 
und Lésung gemessen, und zwar durch Bestimmung der Verarmung 
der Fliissigkeit an Sauerstoff. 

Es ist jedoch zu beachten, daB auch auf diese Weise nur die totale 
Sauerstoffaufnahme bestimmt wird. Diese setzt sich aber fiir einen 
anaerob ermiideten Muskel zusammen aus derjenigen Sauerstoffmenge, 
die sich in dem vorher sauerstoffreien Muskel physikalisch bei 0° lést, 
und derjenigen, die durch Atmung daraus verschwindet. Die erstere 
Menge ist fiir nichtatmende Muskeln bereits bei friiherer Gelegenheit 
bestimmt worden!. Da aber die jetzt benutzte Versuchszeit von 40 bis 
50 Minuten nicht fiir Erzielung der stationaren Verteilung des Sauerstoffs 
hinreicht, so wurde die Menge des ohne Atmung aufgenommenen 
Sauerstoffs in den in gleicher Weise ermiideten symmetrischen Muskeln 
bestimmt, die in Gegenwart von n/1000 KCN in ein entsprechendes 
Quantum der sauerstoffgesattigten Ringerlésung kamen. In dieser 
wurde dann die Abnahme des Sauerstoffs ebenso durch Titration 
nach Winkler gemessen. Die Differenz der Sauerstoffaufnahme von 
vergifteten und unvergifteten Muskeln gibt den Minimalbetrag des 
veratmeten Sauerstoffs an; und zwar deshalb nicht den wahren Betrag 
selbst, weil in dem atmenden Muskel ein steileres Konzentrations- 
gefiille des Sauerstoffs nach der Achse zu besteht als im nichtatmenden 
Muskel. Ja, in dem letzteren wiirde bei stationarer Verteilung iiber- 
haupt kein Gefalle mehr bestehen und dann wiirde iiber die gemessene 
Differenz hinaus noch eine Sauerstoffmenge aus dem unvergifteten 
Muskel veratmet worden sein, die der Verringerung des Sauerstoffgehalts 
gegeniiber der physikalischen Sattigung gleichkommt. 


Diese Abnahme des Gehalts an Sauerstoff infolge der Atmung 
kann man fiir einen zylindrischen Muskel, bei gegebenem Durchmesser 
und gegebener AtmungsgréBe auf Grund von Formeln berechnen, 
die A. V. Hill? entwickelt hat. Der so berechnete Betrag, zu der ge- 
messenen Differenz addiert, gibt uns nunmehr den Maximalbetrag des 
veratmeten Sauerstoffs; wiederum nicht den wahren Betrag selbst, 
weil in den Kontrollmuskeln die Sauerstoffverteilung noch nicht stationar 
geworden ist, und daher der Unterschied des Sauerstoffgehalts beider 
Muskeln etwas kleiner ist, als man auf diese Weise findet. 

In der Tabelle VII ist der so berechnete Maximal- und Minimal- 
betrag angegeben. Allerdings ist die Berechnung des Zusatzgliedes fiir 
das Sauerstoffgefille im atmenden Muskel nur fiir einen mittleren 
Durchmesser der zylindrisch angenommenen Muskeln durchgefiihrt 


1 O. Meyerhof und W. Schulz, Pfliigers Arch. 217, 547, 1927. 
2 Proc. Roy. Soc. B. 104, 39, 1928. 








Ai hi bie 2 ABA Rak hen 








unt 
ebe 
Ma 
be! 
fer 
vol 
fi 
un 


40 


— = 


~~ aA & — © RP PB 








sem 
iskel 
jung 


tale 
inen 
nge, 
dst, 
tere 
heit 
bis 
offs 
nen 
celn 
des 
ser 
‘ion 
von 
des 
rag 
ns- 
len 
er. 
ne 
ben 
Its 


ng 
ser 


re- 
les 
st, 
ar 
er 


s1- 
ir 
n 
rt 











Synthese der Kreatinphosphorséure im lebenden Muskel. 1] 


und nur als annahernd zu betrachten. Eine gréBere Genauigkeit und 
ebenso eine weitere Einengung des wahren Verbrauchs zwischen dem 
Maximal- und Minimalwert hatte wenig Zweck gehabt, da erstens die 
benutzten Gastrocnemien nicht streng zylindrische Form haben und 
ferner fir die Berechnung die genaue Kenntnis der AtmungsgréBe 
vorausgesetzt ist, die ja erst gemessen werden soll, und da obendrein 
fiir jeden Versuch fiinf bis sechs Muskeln etwas verschiedener GréBe 
und Dicke dienten. 

Rechnet man mit einem mittleren Durchmesser des Muskels von 
6 mm, entsprechend 0,6 bis 0,7 g schweren Gastrocnemien, wie sie im 
Durchschnitt Verwendung fanden, und einer AtmungsgréBe von 
40cmm Sauerstoff pro Gramm und Stunde, so bekommt man im 
stationiren Zustande gerade die im Grenzfall ausreichende Sauerstoff- 
versorgung, wo der Sauerstoffgehalt in der Muskelachse = 0 ist, in 
unmittelbarer Nachbarschaft aber > 0. In diesem einfachsten Falle 
ist der Sauerstoffgehalt des Muskels (Q) gerade halb so 'groB wie bei 
Sattigung des gleichen Muskelvolumens (v) mit der AuBenkonzentra- 
tion c,*, alsoQ = 1,v.¢,9. Inder folgenden Tabelle ist der Maximal- 
betrag der Atmung also einfach in der Weise berechnet, daB zu der 
gemessenen Differenz des Sauerstoffverbrauchs noch die Hialfte des 
Sattigungsgehalts des Muskels fiir die am SchluB ermittelte Kon- 
zentration des Sauerstoffs in der AuBenlésung hinzuaddiert worden ist. 


Ausfiihrung der Messungen. 

FFUm gleichzeitig die oxydative Resynthese des Phosphagens und 
den Sauerstoffverbrauch zu bestimmen, wurden etwa fiinf bis sechs 
Schenkelpaare in Stickstoff mit 10 bis 16 Tetani zu je 4 Sekunden durch 
die Beckennerven gereizt. (In einigen Fallen waren vorher die Sartorien 
zur Ermittlung des Anfangsgehalts an Kreatinphosphorsiure ab- 
prapariert.) Nach der Reizung wurden die Gastrocnemien rasch ab- 
getrennt und alle Muskeln einer Seite zusammen an einem Faden 
befestigt. Die eine Reihe kam dann in sauerstoffgesittigte Ringer- 
lésung mit Phosphatzusatz, die andere in ebensolche, jedoch mit n/1000 
KCN, wobei alle Lésungen auf — 1° abgekiihlt waren. Hierzu waren 
schon vorher je drei ausgewogene Flaschen von 40 cem mit gut ein- 
geschliffenen Stopfen mit den gekiihlten sauerstoffgesattigten Lésungen 
aus Vorratsflaschen mittels eines weiten Hebers rasch gefiillt worden. 
Von den drei Flaschen dienten zwei zur Messung des Anfangsgehalts 
an Sauerstoff, wihrend in die dritte die am Faden aufgehangten Muskeln 
versenkt wurden. Diese Flasche wurde dann eine bestimmte Zeit lang 
bei — 0,5° langsam gedreht; darauf die Muskeln mittels eines Platin- 


* Vgl. A. V. Hill, Proc. Roy. Soc. 104, 39, 1928 (insbes. Gleichung 28). 
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hakens vorsichtig herausgezogen, das Muskelvolumen durch gewogene 
Glasstiicke ersetzt und der Sauerstoffgehalt in tiblicher Weise nach 
Winkler titriert! und die Muskeln auf Kreatinphosphorsaure verarbeitet. 

In der Tabelle VITA ist der Sauerstoffgehalt der beiden Vergleichs- 
serien vor und nach dem Versuch angegeben und der Sauerstoffschwund 
pro Versuchsansatz berechnet. In Tabelle VII B ist darauf der Minimal- 
und Maximalwert des Sauerstoffverbrauchs der atmenden Muskel in 
der Versuchszeit pro 1 g berechnet, darauf der Mittelwert in der Versuchs- 
zeit und weiter pro Stunde und Gramm. Ferner ist die Phosphagen- 
synthese ebenfalls pro Gramm in Milligramm P,O; ausgerechnet und in 
der letzten Spalte das molekulare Verhaltnis von Phosphagensynthese 
und Sauerstoffverbrauch. Fiir die Kohlenhydratsynthese aus Milch- 
siure liegt es bekanntlich zwischen 1 und 2, im allgemeinen bei 1,5 
(entsprechend einem Oxydationsquotienten von 4,5). Fiir die Phospha- 
gensynthese ist es dreimal so groB. 

Nur in Versuch 7 wurde eine Versuchszeit von 2 Stunden gewahlt. 
Hier muB eine stationére Verteilung des Sauerstoffs eingetreten sein 
und daher ist in diesem Falle der Maximalwert des Sauerstoffverbrauchs 
auch als wahrer Verbrauch anzusprechen. Dieser stimmt, wie man 
sieht, gut mit dem Mittelwert der iibrigen Versuche iiberein. Der 
Oxydationsquotient des Phosphagens ist hier kleiner, da die Synthese 
schon friiher abgeschlossen ist. 

Fiir die genaue Berechnung ist jedoch noch die Ruheatmung des 
Muskels abzuziehen. Diese wurde in einem Versuch bestimmt, indem 
sauerstoffgesittigte Muskeln verteilt wurden, a) und b) in sauerstoff- 
gesittigter phosphathaltiger Ringerlésung ohne Zusatz, c) in eben- 
solcher Lésung mit Zusatz von n/1000 KCN. Die Muskeln in a) wurden 
nach 3',stiindigem Aufenthalt bei 0° und in b) und c) nach neun- 
stiindigem Aufenthalt aus der Lésung entfernt und der Sauerstoff- 
gehalt der Lésung titriert zum Vergleich mit dem Anfangsgehalt. Es 
ergab sich ein Gesamtschwund des Sauerstoffs in a) fiir 2,0 g Muskel 
von 0,070 cem O,, in b) von 0,150 cem, c) fiir 1,7 g von 0,037 ccm. 
Daraus ergibt sich pro Gramm und Stunde 


in a) 10 mm? O,, 

» b) 83 ,, O, 

~~ ww 
Nimmt man an, daB® iiberall ein gewisser Sauerstoffverlust durch das 
Umfiillen der Muskeln hervorgerufen wird und daB n/1000 KCN die 


Atmung nahezu vollstaindig hemmt, so kann der Betrag von c) von 
den iibrigen Werten abgezogen werden. Es bleibt dann als Ruheatmung 


1 Vgl. Henze in Abderhaldens Handb. der biochem. Arbeitsmethoden, 
Bd. 3, 8. 1064. 
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etwa 6cmm O, pro Gramm und Stunde iibrig. Danach wiirde der 
Extrasauerstoff in den vier genauesten Versuchen, Tabelle VII, Ver- 
suche 4 bis 7, noch 34cmm QO, ausmachen. 

Von den Versuchen sind Nr. 1 bis 3 als weniger genau anzusehen, 
wie Nr. 4 bis 7. In den ersten drei Fallen war die Ubereinstimmung der 
Doppeltitrationen weniger gut, auBerdem wurden hier sehr groBe 
Muskeln (iiber 1 g) verwendet, was zur Folge hatte, daB in der Versuchs- 
zeit die Kontrollmuskeln nur etwa die Halfte der stationdaren Sauerstoff- 
verteilung erreichten. In den spiéteren Versuchen wurden kleine Tem- 
porarienmuskeln von etwa 0,6g Gewicht benutzt. Hier wird die 
stationére Verteilung nahezu erreicht. 

Da bei Verbrauch von 1 mol. Sauerstoff etwa 110000 cal frei werden, 
fiir die Abspaltung von | mol. H, PO, aus Kreatinphosphorsiiure in vitro 
12000 cal auftreten, so muB, wenn die Synthese mit der entsprechenden 
negativen Warmebildung verliuft, knapp die Halfte der Oxydations- 
energie darauf verwendet werden. Daneben ist aber noch der Ruhe- 
sauerstoffverbrauch in Héhe von 6cmm zu beriicksichtigen. Mit der 


, : P mol. Phosphorsaure ‘a 
Einrechnung desselben wird der Quotient - : == 63 


mol. Sauerstoff af 
und etwas iiber 50°, der Restitutionsoxydation fiir die Synthese 
bendétigt. 

Ein weiterer Betrag der Energie entfallt auf die Resynthese des 
Kohlenhydrats. Um ihn zu berechnen, wurde in einigen genau gleich 
angelegten Versuchen auch der oxydative Milchsiureschwund bei 
— 0,5° bestimmt. Die Versuche sind in Tabelle VIII zusammengestellt. 


Tabelle VIII. 





Oxydativer Milchsiureschwund bei — 0,5°. 
Z Muskel- | _ ‘ Ge- Ge- Milchsiure- 
a gewicht Zahl " messene messene schwand 
Nr. Datum Muskel| jeder =e | mae | Mich | ————__ 
jeder Seite ——. wes siiure siiure in mg | in mg 
Seite g Je 4Sek. Min. mg mg pro g gemessen) pro ¢g 
1° ox 1 0,75 12 0 1,63 2,17 
b nc 1 0,75 12 40 1,49 1,99 0,14 | 0,18 
9% og x 1 0,88 10 0 1,54 1,75 
te Rigkeg 0,88 10 40 1,495 1,70 0,045 | 0,05 
iste vid hae s 0 214 © 221 | 
pb (91 9 | 097 | 16 | 50 | 201 | 207 | 018 | 0,14 
4° 31.7 2 1,11 16 0 1,78 1,61 
“gg itn: 1,11 16 120 1,355 1,22 0,425 0,89 


Der Milchséureschwund in 40 bis 50 Minuten ist so klein, daB er 
nur ungenau zu bestimmen ist. Da8 er jedoch in der richtigen GréBen- 
ordnung gefunden wird, ergibt sich aus Versuch 4, der gleichzeitig mit 
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Versuch 7, Tabelle VII, fiir eine zweistiindige Erholung ausgefiihrt ist. 
Der Milchséiureschwund ist hier etwa dreimal so gro} wie in 40 bis 
50 Minuten. Der Oxydationsquotient 
Milchséure geschwunden 
Milchsdiureaquivalente oxydiert 

ergibt sich fiir den zweistiindigen kombinierten Versuch zu 3,8.  Fiir 
den Mittelwert der tibrigen Versuche wiirden sich 3,0 und nach Abzug 
der Ruheatmung 3,5 ergeben. Das Verhaltnis mol. Phosphagen synthe- 
tisiert : mol. Milchsiure geschwunden ist danach fiir die kiirzeren Ver- 
suche etwa 5, fiir den zweistiindigen 2, doch hat dieser letztere Versuch 
weniger Interesse, da die Resynthese des Phosphagens schon vorher 
abgeschlossen ist. 

Versucht man zu berechnen, ein wie groBer Teil der Oxydations- 
energie auf die Resynthese des Kohlenhydrats verwandt wird, so 
darf man nicht den normalen kalorischen Quotienten der Milchsaure 
einsetzen, da ja in diesem vermutlich schon ein Betrag fiir die Spaltung 
der Kreatinphosphorsaiure enthalten ist und ein anderer fiir die Ent- 
ionisierung des Proteins. Beide wiirden aber hier in Wegfall kommen. 
Insbesondere wiirde die negative Ionisierungswarme beim Milchsaure- 
schwund durch die mit der Synthese der Kreatinphosphorsaure ver- 
bundene Séuerung kompensiert werden’. Bei py 6,9, wie wir es fiir den 
schwach ermiideten Muskel annehmen, wiirde die Synthese von etwa 
3 mol. Phosphagen die Reaktionsverschiebung von | mol. Milchséure- 
schwund gerade kompensieren, bei einem Verhaltnis 4 bis 5 wiirde 
eine geringe Alkalisierung mit negativer Ionisierungswarme iibrigbleiben. 
Rechnen wir deshalb nur mit 180 cal als der chemischen Spaltungs- 
wirme des gelésten Glykogens in verdiinnter Milchsdéure, so wiirden 
bei einem Oxydationsquotienten von 3,5 etwa 17°, der Oxydations- 
energie fiir die Resynthese der Milchsiure verbraucht. Kommen hierzu 
noch etwa 50 °, fiir die Synthese des Phosphagens, so wiirde der gesamte 
Nutzeffekt des Erholungsvorgangs in diesem Abschnitt 65°, be- 
tragen, was einem Verhaltnis von initialer zu verzégerter Warme von 
1,8: 1,0 entsprechen wiirde. 


Ill. Die Synthese des Phosphagens in sauerstoffgesittigter Ringerlésung mit 
Phosphatzusatz. 


In einer friiheren Mitteilung war iiber die Beobachtung berichtet, 
daB der Phosphagengehalt des Muskels in sauerstoffgesattigter Ringer- 
lésung mit Phosphatzusatz ansteigt. Kurz nachher veréffentlichten 
Eggleton, Duliére und Horton? die Beobachtung, daB eine solche Zu- 


1 Vgl. O. Meyerhof und F. Lipmann, Naturw. 15, 330, 1930. 
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nahme des Phosphagens auch schon ohne Phosphatzusatz bei langerem 
Aufenthalt des Muskels in Sauerstoff oder sauerstoffgesattigter Ringer- 
lésung stattfindet. Diese Beobachtung konnten wir bestitigen (vgl. 
Tabelle IX). Allerdings geht diese Steigerung, wie man besonders aus 
dem Versuch 11 sieht, in Zeiten von iiber 3 Stunden allmahlich wieder 
zurick. Bei Zusatz von Phosphat ist die Synthese zu dieser Zeit im 
allgemeinen gréBer, wie man aus den Versuchen | bis 4 der Tabelle X 
ersieht, in anderen Fallen liegt allerdings der Unterschied in der Fehler- 
grenze (Tabelle X, Versuche 5 bis 9). Die Reaktion der Ringerlésung 
spielt hierbei keine Rolle, denn der Phosphagengehalt ist in Ringerlésung 
gleich, ob dieselbe mit reinem Sauerstoff durchliftet wird (pq unter 7) 
oder unter Zusatz von Bicarbonat mit Sauerstoff und 5°, Kohlen- 
siure (py etwa 7,3) (Tabelle XI). Ein gewisser EinfluB des Phosphats 
ergibt sich auch dann, wenn einerseits durch Phosphat, andererseits 
durch Bicarbonat —-CO, ein px des Muskels von 7,5 hergestellt wird 
(Tabelle XII). Die seinerzeit ge:aachte Feststellung, daB das Phosphat 
die Synthese begiinstigt, bleib+ also zutreffend. Allerdings ist der 
Effekt nicht so stark, wie friihér angenommen wurde, und ein gewisser 
Teil dieser Synthese ist bereits anf die Inkubation des Muskels in sauer- 
stoffgesaittigter Lésung zu beziehen. Im allgemeinen steigt hier bei 
Gastrocnemien der Gehalt an Phosphagenphosphat auf 80 °,, des direkt 
bestimmbaren Phosphats an, wahrend er sonst etwa 70°), betragt. 


Zusammenfassung. 


Eine Synthese von Kreatinphosphorsiure im lebenden Muskel 
1aBt sich beobachten: 

1. anaerob unmittelbar im AnschluB an eine tetanische Kon- 
traktion, 

2. aerob nach vorhergehendem Zerfall bei Zulassung von Sauerstoff, 

3. ohne vorhergehenden Zerfall bei Aufenthalt in sauerstoff- 
gesittigter Ringerlésung, insbesondere mit Phosphatzusatz. 

Die Synthese nach 1. ist bei weitgehender Zerfallseinschrankung 
durch Trimethyloctylammoniumjodid und andere curareartig wirkende 
Stoffe noch absolut ebenso groB wie im unvergifteten Muskel, prozentual 
also viel gréBer ; ahnliches gilt fiir weitgehend ermiidete normale Muskeln. 
Dagegen ist die Synthese bei Zerfallseinschriankung durch tiefe Tem- 
peratur in gleichem MaBe verringert wie der Zerfall selbst. 

Die Synthese nach 2. verliuft bei tiefer Temperatur rascher und 
vollstandiger als bei héherer, am raschesten bei der fiir den lebenden 
Muskel zulassigen tiefsten Temperatur von — 0,5 bis — 1°. Dies beruht 
auf der Herabsetzung des oxydativen Milchséureschwundes und dem 
damit erleichterten Eindringen des Sauerstoffs in den Muskel. Dem- 
entsprechend ist die Geschwindigkeit der Resynthese bei — 0,5° linear 
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Synthese der Kreatinphosphorsiure im lebenden Muskel. 
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mit der Zeit und unabhangig von der Zerfallsmenge. In 40 Minuten 
werden 0,5 bis 0,6 mg P,O; pro Gramm Muskel resynthetisiert. Der 
Sauerstoffverbrauch betragt in diesem Zeitraum etwa 40 cmm O, pro 
Gramm und Stunde, nach Abzug der Ruheatmung 34cmm. Das 


mol. Phosphat synthetisiert . 


Verhaltnis ist dann etwa 5, das Verhaltnis 


mol. Sauerstoff verbraucht 
mol. Phosphat synthetisiert 


benfalls 5. 
mol. Milchsiure geschwunden tae peli 


Die Synthese nach 3. setzt sich zusammen aus einer schon von 
Eggleton beobachteten Zunahme des Phosphagens bei einem Aufenthalt 
von Muskeln in sauerstoffgesattigter Lésung sowie einem gewissen 
synthesesteigernden EinfluB des Phosphats. Danach betrigt der 
Phosphagengehalt von Gastrocnemien im allgemeinen 75 bis 85°, des 
urspriinglichen direkt bestimmbaren Phosphats, statt 65 bis 70°, in 
frisch aus dem Tiere entnommenen Muskeln. 
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Gilt das Alles-oder-nichts-Gesetz fiir den Tatigkeitsstoffwechsel 
von Einzelzuckungen des Muskels? 


Von 
Paul Rothschild. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem, und dem 
Institut fiir Physiologie im Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizinische 
Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 6. April 1930.) 


In friiheren Versuchen war gefunden, daB bei gleichzeitiger Reizung 
symmetrischer Gastrocnemien, von denen der eine sich isotonisch ohne 
Belastung kontrahierte, der andere aber nahezu isometrisch oder 
auxotonisch bis zu nahezu vollstaéndiger Ermiidung, im letzteren Falle 
10 bis 30°,, mehr Milchséure gebildet wird, sowohl bei Tetani wie bei 
Serien von Einzelzuckungen!. Dies stand in Ubereinstimmung mit 
entsprechenden Versuchen von A. V. Hill, der an Gastrocnemien einen 
ahnlichen Unterschied gefunden hatte*, doch lieBen die erstgenannten 
Versuche keinen SchluB auf das Verhalten weniger ermiideter Muskeln 
zu, und die Versuche Hills waren noch nicht mit der spaiteren genauen 
Methodik ausgefiihrt. 

Spaterhin erhielten Hartree und Hill mit einer sehr verbesserten 
myothermischen Versuchsanordnung an Sartorien ein ganz anderes 
Resultat®. Bei tetanischer Reizung war die initiale Energieproduktion 
am gréBten bei effektiver Arbeitsleistung und am kleinsten bei iso- 
metrischer Kontraktion, wahrend bei Einzelzuckungen kein Unterschied 
mehr bestand und, wie die Analyse des Zeitverlaufs der Warmebildung 
ergab, die Anspannungswirme beide Male gleich war, dagegen die 
Erschlaffungswirme bei dem sich verkiirzenden Muskel genau um 
den Betrag der geleisteten Arbeit verringert war. Danach wiirde also 
fiir maximale Einzelzuckungen des Sartorius das Alles-oder-nichts- 
Gesetz gelten, nicht dagegen fiir Tetani. 


1 O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 182, 254, 1920. 
2 A. V. Hill in Asher-Spiros Ergebnissen der Physiologie 15, 437, 1916. 
3 Hartree und Hill, Proc. Roy. Soc. B. 104, 1, 1928. 
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Es erschien erwiinscht, fiir kurze Serien von Einzelzuckungen 
dies Resultat durch Messungen der Milchséurebildung zu bestatigen, 
um so mehr, als eine inzwischen erschienene Arbeit von Nagaya (unter 
Riesser) ein vollig abweichendes Ergebnis hatte'. In Serien von etwa 
250 isotonischen Einzelzuckungen des Gastrocnemius findet dieser 
Autor bei mittlerer Belastung die héchste Milchsdurebildung, bei 
maximaler Belastung (entsprechend isometrischer Zuckung) und 
ebenso am unbelasteten sich verkiirzenden Muskel erheblich weniger, 
wobei in extremen Fallen sich die Milchséurebildung im Verhiltnis 1 : 4 
anderte, also bedeutend mehr, als es in den friiheren Arbeiten je ge- 
funden war. Doch muBte die Genauigkeit der Versuche in Zweifel 
gezogen werden, einmal, weil der Ruhewert der Milchséure um 0,15 °, 
betrug, was schon einem mittleren Ermiidungsgrad entspricht, und weil 
ferner auf die Anfangsspannung kein besonderes Gewicht gelegt zu sein 
scheint, wihrend aus den Untersuchungen Hills bekannt ist, daB die 
GréBe des Energieumsatzes mit zunehmender Anfangsspannung steigt 2. 


Meine unter Leitung von Herrn Meyerhof ausgefiihrten Versuche 
fiihrten nun zu einem von dem zuletzt beschriebenen ganz abweichenden 
Ergebnis, das mit den Angaben Hartrees und Hills insoweit iiberein- 
stimmt, als bei Sartorien die Milchséurebildung von der Zuckungsform 
und der Belastungsgr6éBe unabhangig war, wahrend sich bei Gastro- 
cnemien und Semimembranosi das altere Ergebnis auch in kiirzeren 
Serien von Einzelzuckungen wiederholte, wonach isotonisch gegen 
20 bis 30°, Milchséure weniger gebildet wird. Die Ursache dieses unter- 
schiedlichen Verhaltens konnte bisher nicht aufgeklart werden, 


Methoden. 


Um von symmetrischen Sartorien oder Semimembranosi im gleichen 
Stromkreis je einen isotonisch und isometrisch zucken zu lassen, wurden 
die Muskel mit der Symphyse in Zusammenhang gelassen und je einer 
mit den iibereinander angeordneten Hebeln verbunden. Die ganze 
Anordnung befand sich in einer feuchten Kammer, durch die Stickstoff 
hindurchstrémte. Der isometrische Koeffizient der Milchsiure Km,, 
und ebenso der Arbeitskoeffizient Ka, wurden wie friiher bestimmt’, 
doch ist der letztere Wert von geringerem Interesse, da die Arbeit 


1 Pfliigers Arch. 221, 720, 1928. 

2 In einer eben erschienenen Arbeit von K. Toda, ebenfalls aus dem 
Laboratorium von Riesser, Pfliigers Arch. 224, 403, 1930, insbesondere 
8. 407, werden die Resultate Nagayas merkwiirdigerweise als Bestatigung 
des Alles-oder-nichts-Gesetzes aufgefaBt, womit dann die tatsaichlich beob- 
achteten groBen Differenzen als durch verschiedene Anfangsspannung 
bedingt, gedeutet werden miiBten (Anmerkung bei der Korrektur). 

3 Meyerhof, Pfliigers Arch. 191, 128, 1921. 
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niemals maximal war. Nach den Versuchen wurde der Milchsaure- 
endgehalt fiir jeden Muskel gemessen ; bei den Sartorienversuchen wurden 
die Muskeln von zwei bis vier gleichartigen Versuchen fiir jede Milch- 
siurebestimmung vereinigt. Um die Anfangsspannung zu kontrollieren, 
wurde die Unterstiitzungsschraube des isotonischen Hebels auf eine 
Anfangsbelastung eingestellt, die der Anfangsspannung des isometrischen 
Hebels genau entsprach, und im Fortgang der Ermiidungsserie beide 
Anfangsspannungen genau gleich gehalten. Die isotonische Kontraktion 
wurde entweder nur mit dieser Anfangsbelastung vorgenommen oder 
noch die in den einzelnen Versuchen angegebenen Zusatzbelastungen 
verwandt. Es wurden jeweils 100 bis 150 Zuckungen ausgefiihrt, und, 
ehe ein deutlicher Ermiidungsabfall eintrat, der Versuch abgebrochen. 
Dabei wurde genau auf maximale Reizung geachtet. 


Ausfiihrung der Messungen. 


a) Sartorien. Das Ergebnis war, wie schon erwahnt, mit den 
verschiedenen Muskelarten verschieden. Versuche an Sartorien sind 
in Tabelle I wiedergegeben. AuBer der Milchsiure, absolut und pro 
Gramm Muskel, ist der isometrische Koeffizient 


g Spannung x cm Muskellainge 


tin dl g Milchsiure 
und der Arbeitskoeffizient 
K gem Arbeit 
“ay = g Milchsaure 


wiedergegeben. Der Anfangsgehalt der Milchsiure wurde stets an den 
ubrigen Oberschenkelmuskeln bestimmt. In diesen Versuchen ist sogar 
isotonisch meist etwas mehr Milchsaéure gebildet, jedoch nur in einem 
Versuch (5) tiber die Fehlergrenze hinaus, die man besonders fiir die 
Sartorienversuche auf 10 bis 15°, ansetzen muB. 

b) Semimembranosi. Ein anderes Resultat erhalt man bei genau 
gleich angelegten Versuchen mit Semimembranosi. Nur in einem 
Versuch war isotonisch und isometrisch kein Unterschied, sonst in 
letzterem Falle eine erhebliche Mehrbildung von Milchsiéure. Der 
Wert von Versuch 7, wo die Differenz 63°,, der isometrischen Milch- 
siurebildung betrug, erscheint allerdings fragwiirdig und ist ein- 
geklammert, denn der aus der Reihe herausfallende Arbeitskoeffizient K a 
zeigt, daB die Milchséurebildung im isotonischen Versuch offenbar zu 
klein war. Sonst liegt der Unterschied zwischen 25 und 46 °,,, im Durch- 
schnitt 34°, der isometrisch gebildeten Milchsaure. 

c) Gastrocnemien. Die Versuche an Gastrocnemien bieten wegen 
der leichten Praiparation der Muskeln die meiste Gewahr, daB die 
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gemessene Zunahme der Milchsiure genau der wahrend der Tatigkeit 
entstandenen entspricht. Zunachst wurde der EinfluB der Anfangs- 
spannung untersucht, vgl. Tabelle III. Hier wurden beide Muskeln 
an isometrischen Hebeln befestigt. In Ubereinstimmung mit den 
myothermischen Versuchen steigt die Milchsiurebildung erheblich 
mit erhéhter Anfangsspannung (50 statt 20g), ebenso steigt aber 
auch die Spannungsleistung, so daB der isometrische Koeffizient 
gleichbleibt. 


Es wurde dann der Vergleich der isotonischen und isometrischen 
Milchsiurebildung des Gastrocnemius sowohl bei indirekter wie direkter 
Reizung durchgefiihrt (Tabelle [IV und V). Bei indirekter Reizung 
war der Unterschied besonders groB, falls der isotonisch zuckende 
Muskel nur schwach belastet war, bei starkerer Belastung verringerte 
sich der Unterschied betrachtlich. Die Abhangigkeit von der GréBe 
der Belastung ergibt sich auch bei direkter Reizung, jedoch war der 
Unterschied gegeniiber der isometrischen Kontraktion erheblich kleiner. 
Es muBte daher der Verdacht entstehen, daB im isotonischen Versuch 
méglicherweise die indirekte Reizung nicht maximal war’. Um Ver- 
schiedenheiten des Hebels auszuschlieBen, wurden deshalb beide Muskeln 
an isotonischen Hebeln befestigt, der eine aber so stark belastet, daB 
die Kontraktion praktisch isometrisch geschah. Auch dann war bei 
indirekter Reizung der Unterschied betrachtlich (Tabelle VI), wenn 
auch nicht ganz so groB wie in der Serie Tabelle IV. Bei direkter 
Reizung war der Unterschied bei schwacher isotonischer Belastung nur 
15 bis 18°,. Bei groBer Belastung des isotonischen Hebels, wo wieder 
eine nahezu isometrische Kontraktion stattfindet, verschwand der 
Unterschied. 


Wegen des nach dem Vorstehenden médglichen Einflusses der 
Reizart wurde ferner eine Serie von Versuchen an curaresierten Muskeln 
angestellt, doch ergaben auch diese bei entsprechend geringer isotonischer 
Belastung einen mindestens so groBen Unterschied wie normale Muskeln: 
isotonisch 23 bis 41 °,, weniger Milchsaure. 


Es bestand ferner die Méglichkeit, daB die GréBe der Dehnung, 
die der isometrische Muskel erfaihrt, eine solche Veranderung seiner 
Struktur hervorruft, daB er auf die folgenden Reizungen mit starkerer 
Milchséurebildung anspricht, so daB im Einklang mit dem Alles-oder- 
nichts-Gesetz der veranderte Zustand, in dem er von den spateren 
Reizen getroffen wird, nicht aber die Kontraktionsform die Anderung 


1 AuBerdem war bei diesen friihesten Versuchen die Ausgleichung der 
Anfangsspannung im isometrischen und isotonischen Versuch noch nicht 
vollkommen, so da8 die groBe Differenz auch zum Teil hierauf bezogen 
werden kann. 








Tabelle IV. 
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der Milchséurebildung herbeifiihrt. Aus diesem Grunde wurde in 
weiteren Versuchen, Tabelle VIII, der isotonische Muskel in den 
Intervallen zwischen den Zuckungen durch angehingte Gewichte 
ebensolchen Spannungen unterworfen, wie sie der isometrische Muskel 
entwickelte. Doch hatte dies auf das Resultat keinen Einflu8. 


Der Unterschied war (bei direkter Reizung) hier genau so grobB 
wie sonst, etwa 20°,. 


Danach scheint es, daB das Alles-oder-nichts-Gesetz fiir Serien 
von Einzelzuckungen nur in besonderen Fillen giiltig ist, im allgemeinen 
aber der Stoffumsatz mit wachsender Belastung bei der Kontraktion 
ansteigt. Man muB hierbei beachten, da8 der Gastrocnemius und bis 
zum gewissen Grade auch der Semimembranosus keiner streng iso- 
metrischen Kontraktion fahig ist, so daB sich vielmehr aus den Ver- 
suchen die Regel ablesen laBt, daB die wachsende Belastung (widhrend der 
Zuckung) den Energieumsatz erhéht. Méglicherweise gilt dies nur fiir 
den mehr oder weniger ermiideten Muskel und kénnte dann damit 
zusammenhangen, daB die chemischen Vorginge in diesem langsamer 
ablaufen. Es wiirde dann eine Steuerung der freigesetzten Energie 
noch in einem Zeitpunkt méglich sein, wo schon die GréfBe der 
Belastung die Muskelelemente waihrend der beginnenden Kontraktion 
verschieden beansprucht, wahrend in einem frischen Muskel der Ab- 
lauf rascher geschihe und die Steuerung nahezu noch in den Reiz- 
moment selbst fallt. Aber auch so ist die Sonderstellung des Sartorius 
schwer verstandlich. Die absolute Belastung ist zwar beim Sartorius 
geringer, aber die auf den Querschnitt berechnete etwa ebenso grob 
wie bei den anderen Muskeln. Eine weitere Klarung dieser Verhaltnisse 
scheint nur in Verbindung mit myothermisch angelegten Versuchen 
moglich. 


Zusammenfassung. 


Die Frage, ob das _ ,,Alles-oder-nichts-Gesetz‘ fiir die anaerobe 
Milchséurebildung in Serien von Einzelzuckungen des Kaltbliiter- 
muskels giiltig ist, wurde an verschiedenen Froschmuskeln nachgepriift. 
Bei Sartorien ergibt sich bei isotonischen und isometrischen Zuckungen 
kein Unterschied. Bei Semimembranosi und Gastrocnemien ist dagegen 
isotonisch bei geringer Belastung die Milchsiurebildung gegeniiber 
isometrischen bzw. auxotonischen Kontraktionen verringert, und zwar 
im allgemeinen um 20 bis 40°, der isometrisch gebildeten Milchsaure. 
Dieser Unterschied ist auch bei gleicher Anfangsspannung vorhanden 
(wachsende Anfangsspannung erhéht ihrerseits die Milchsdéurebildung 
wie die Spannungsentwicklung); ferner bei direkter wie indirekter 
Reizung sowie im curaresierten Muskel. Der Unterschied hingt auch 
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nicht von der Dehnung des isometrisch zuckenden Muskels ab, da 
passive Dehnung keinen Einflu8 auf die Milchsiurebildung ausiibt. 


Nachtrag bei der Korrektur. In der Zwischenzeit hat Professor 
A.V. Hill in London nach Verabredung mit Professor Meyerhof mit 
myothermischer Methode das Verhalten von Sartorien und Semimem- 
branosi bei Einzelzuckungen untersucht und die Ergebnisse meiner 
Arbeit vollstandig bestitigt. Dariiber hinaus hat sich gezeigt, dal 
bei noch kleineren Belastungen als den friiher von Hartree und Hill 
sowie von mir benutzten auch am Sartorius die isotonische Zuckung 
mit einer kleineren Energieproduktion als die isometrische verbunden 
ist. Danach ist also das Alles-oder-nichts-Gesetz, wenigstens in seiner 
gewohnlichen strengeren Fassung, fiir den Stoffwechsel von Einzel- 
zuckungen des Muskels nicht giiltig. 
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Gegenstand der vorliegenden Arbeiten ist die Untersuchung 
proteolytischen Fermente der Milz und der weiBen Blutkérperchen 
Rindes. 
In den Arbeiten iiber Milzproteasen von M. Morse (1), K. Dernby (2) 


und S. G. Hedin (3) (4) (5) (6) ist angegeben, dab im normalen Milzgewebe 
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neben einer im schwach sauren Gebiet optimal wirkenden ,,Pepsinase“ 
(der sogenannten #-Protease Hedins) noch eine im alkalischen Milieu be- 
sonders gegen Peptone wirksaine ,,Tryptase“‘ (a-Protease Hedins), sowir 
eine Ereptase nachweisbar seien. Diese Befunde wurden wesentlich ver 
einfacht durch die Arbeiten von Waldschmidt-Leitz und Deutsch (7), nach 
denen die Existenz der sogenannten a-Protease lediglich vorgetéuscht 
ist durch Zusammenwirken der /-Protease mit relativ groBen Erepsin- 
mengen. Diese greifen bei ihrem optimalen pq von 8 Proteine an, deren 
Abbau durch die im schwach alkalischen Reaktionsgebiet noch etwa: 
wirksame f-Protease eingeleitet wird. Der Beweis dafiir wurde durch 
sorptive Abtrennung der Peptidase von der Protease erbracht. Wede 
die erepsinfreie Rohlésung, noch das proteasefreie Eluat waren imstande, 
allein Gelatine bei py 8 anzugreifen. Dagegen gelang es den Autoren nicht, 
die Protease durch Sorption und Elution zu reinigen. 

In einer spiteren, vorlaéufigen Mitteilung gibt Waldschmidt-Leitz (8) 
an, da es ihm gelungen sei, die Milzprotease von einem sie in den rohen 
Enzymlésungen begleitenden natiirlichen Aktivator zu trennen und den- 
selben durch Schwefelwasserstoff und auch Blauséure voéllig zu ersetzen. 
Genaue Versuchsdaten sind in der vorliufigen Mitteilung nicht enthalten?. 

R. Willstdtter und E. Bamann (9) fanden das proteolytische System 
der Magenschleimhaut analog demjenigen der Milz aus einer bei schwach 
saurer Reaktion optimal wirkenden Proteinase und einer Ereptase zu- 
sammengesetzt. Verfasser schlagen fiir die Proteinase die Bezeichnung 
,Kathepsin“ vor und sprechen die Vermutung aus, dal es sich bei dem 
bisher in allen untersuchten Geweben gefundenen Enzympaar (Kathepsin 
+ Peptidase) nicht um den einzelnen Geweben eigentiimliche Proteasen, 
sondern um die proteolytischen Enzyme der Leucocyten handele. Diese 
Ansicht ist schon friiher wiederholt von anderen Autoren, entsprechend 
dem Stande der Enzymforschung, ausgesprochen worden [Fiessinger (10)]. 


In der vorliegenden Arbeit werden die Versuche von Waldschmidt- 
Leitz und Deutsch iiber die Milzproteasen zunachst mit den Methoden 
dieser Autoren wiederholt. Des weiteren werden die Befunde den 
Ergebnissen von nephelometrischen Versuchen gegeniibergestellt. Es 
sei vorweggenommen, da die Ergebnisse von Waldschmidt-Letiz 
und Mitarbeitern im wesentlichen bestatigt und erweitert werden konnten. 


Durch die Anwendung der von Kleinmann (11) ausgearbeiteten 
nephelometrischen Methoden wurde eine wesentliche Verfeinerung 
der Untersuchungstechnik erzielt. Es gelang mittels dieser Unter- 
suchungsform, welche geringere Substratmengen und daher auch 
geringere Fermentmengen erfordert als andere Priifungen auf Pro- 
teasen, die Elution der Protease aus ihren Adsorbaten nachzuweisen 
und die von Begleitstoffen zum Teil befreite Organprotease zu studieren. 


1 Wahrend der Korrektur dieser Arbeit ist die betreffende Veréffent- 
lichung von E. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner, J.I. Beck und E. Blum in 
der Zeitschr. f. physiol. Chem. 181, 17, 1930 erschienen. Die in ihr ent- 
haltenen Ergebnisse konnten in dieser Mitteilung noch nicht beriicksichtigt 
werden. 
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eo“ Auch wurde es durch diese Methodik erméglicht, die Wirkung der 
- Proteinase allein auf die zugefiigten Substrate unabhangig von der 
rie - x. e - sai 
“ Wirkung auf das Eiweif der Fermentausziige selbst (Autolyse) zu ver- 
sh | folgen. 
hi In Anlehnung an die Untersuchung der Milzprotease wurden 
= | einige orientierende Versuche iiber die Protease der weifen Rinderblut- 
er : 4 a : 2 : 
= kérperchen angestellt. Diese ergaben die Gleichartigkeit der Lieno- 
ch und Leucoprotease. 
el 
le, 1. Methodik. 
it, ‘ : > 
1. Gewinnung des Enzymmaterials. 
8) Um mit den Ergebnissen von Waldschmidt-Leitz und Deutsch 
on _  vergleichbare Resultate zu erhalten, wurde zuniichst bei der Gewinnung 
of der Milzextrakte nach der Vorschrift dieser Autoren verfahren. 
n. 
a. Schlachtfrische Rindermilz wurde mechanisch von anhaftendem 
= Gewebe befreit, griindlich mit Wasser gewaschen und durch die Fleisch- 
th maschine getrieben. Der Organbrei wurde mit der doppelten Gewichtsmenge 
"i 87° igen Glycerins und etwas Eisessig (entsprechend einem Glycerin-Essig- 
Ww siuregehalt von 0,15°% ) vermischt, bei 37° unter 6fterem Umriihren digeriert 
nn und sodann durch groBe Faltenfilter filtriert. Je nachdem, ob sogenannte 
n Schnellausziige oder Normalausziige gewonnen werden sollten, wurde eine bzw. 
a vier Stunden digeriert und entpsrechend drei bzw. achtundvierzig Stunden 
se filtriert. Der Riickstand auf den Filtern wurde verworten. 
id Eine vergleichende Zusammenstellung itiber den Enzymgehalt 
}- der verschiedenen Milzausziige gibt Tabelle I, S. 47. 
t- Bei der Herstellung der Leucocytenausziige wurden nur ver- 
n diinntere Extrakte gewonnen. Auch wurden nur sogenannte Normal- 
n ausziige hergestellt. 
us ad 
te 2. Reinigungsmethoden. 
1. Die weitere Reinigung der so gewonnenen rohen Extrakte erfolgte 
" zunichst nach den Vorschriften von Waldschmidt-Leitz und Deutsch. 
fs Es wurde dann versucht, eine Trennung der Fermente und eine 
" Steigerung ihres Reinheitsgrades zu erzielen. 
h Als Adsorptionsmittel wurden Kieselgur, Aluminiumhydroxyd C y 
yo (nach Willstdtter), ein in der Lésung selbst erzeugter Caseinniederschlag und 
n verschiedene Kaolinsorten verwendet. Von diesen wurden elektroosmotisch 
gereinigtes ,,Edelkaolin®“* und durch Behandlung mit Salzsiiure nach der 
1. Vorschrift von Willstdtter und Schneider (12) teilweise zersetztes Edelkaolin 
benutzt. Die Mehrzahl aller Reinigungsversuche wurde mit der letzt- 
- genannten Kaolinsorte durchgefiihrt. 
4 Als Eluentien wurden Ammoniaklésungen verschiedener Konzen- 
t tration und | °,ige sekundare Natriumphosphatlisungen (mit und ohne 


Glycerinzusatz) benutzt. 
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Waldschmidt-Leitz und Deutsch fanden in den gleichartig gx 
wonnenen Eluaten in manchen Fallen zwar einen Teil der Ereptas: 
wieder, niemals aber Protease. Sie sagen dariiber (l.c. 7, 8. 300 

Es ist nicht erreicht worden, die Protease aus ihren Adsorbaten 
beispielsweise an Kieselgur oder an Kaolin, in wirksamer Form wied 
freizulegen. Das Enzym ist nicht bestandig genug, seine Menge viel z 
gering, wahrend das Erepsin aus solchen Adsorbaten beispielsweise dure] 
verdiinnte Phosphatlésungen in befriedigender Ausbeute eluiert werde: 
konnte.** 

Bei der Wiederholung dieser Versuche unter Anwendung de: 
Proteasenbestimmungsmethode dieser Autoren (Bestimmung des Amino- 
stickstoffs nach van Slyke) war in den Eluaten keine nennenswerte 
Proteasemenge feststellbar. Dagegen gelang es auf nephelometrischem 
Wege. die proteolytische Wirksamkeit solcher Eluate nachzuweisen 
und quantitativ zu bestimmen. Der Grund fiir dieses abweichend 
Ergebnis liegt in der bedeutend gréBeren Empfindlichkeit der nephelo- 
metrischen Methodik. Proteasemengen, die so klein sind, daB ihre 
Wirkung nach van Slyke oder mittels der Willstdtterschen Titration 
des Amino-N in alkoholischer Lésung nicht mehr meBbar ist, kénnen 
mit der optischen Methodik noch sicher erfaBt und weiteren Reinigungs- 
operationen unterworfen werden. 


Das Verhalten der eluierten Protease wird weiter unten eingehend 
dargestellt werden. 


Die Ergebnisse der genannten Forscher beziiglich der hohen 
Erepsin-Ausbeuten in den alkalischen Eluaten konnten nicht bestatigt 
werden: Unter Anwendung der gleichen Bestimmungsmethode wurde 
nur wenig oder gar keine Ereptase gefunden. 


In den meisten Fallen wurde bei der Elution der Protease 
folgendermaBen verfahren: 


Der rohe Glycerinauszug wurde mit Ejisessig auf etwa px 4 gebracht, 
sodann mit dem gleichen Volumen einer wasserigen Kaolinsuspension 
(enthaltend 2,2 g Kaolin pro 30 ccm) vermischt und nach einigen Minuten 
zentrifugiert. Die Adsorptionsrestlésung wurde nochmals mit derselben 
Kaolinmenge wie zu Beginn versetzt und in denselben Glasern zentrifugiert. 


Die so gewonnene, auf das Dreifache des urspriinglichen Volumens 
der rohen Enzymlésung verdiinnte Restlésung wurde auf proteolytische 
Wirksamkeit und Erepsingehalt gepriift. 

Die vereinigten Adsorbate wurden nunmehr mit etwas Leitfahigkeits- 
wasser gewaschen, um etwa anhaftendes Glycerin und grébere Verun- 
reinigungen zu entfernen. Nach erneutem Zentrifugieren wurde das 
Adsorbat in dem Eluens, welches das gleiche Volumen wie die urspriingliche 
Rohlésung besa8 und meist aus einer 1 °4igen Na,H PO,-Lésung bestand, 
aufgeschlammt. Die Dauer der Elution schwankte zwischen einigen Minuten 
und einer Stunde. Eine Abhangigkeit der Elutionsausbeute von der Ein- 
wirkungszeit wurde nicht gefunden. 
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Dann wurde zentrifugiert und das so gewonnene braunliche erste Eluat, 
falls es klar war, direkt, sonst nach Filtrieren untersucht. 

Das erste Eluat konnte weiter gereinigt werden, indem es wiederum 
nit Eisessig angesiuert und mit dem gleichen Volumen Kaolinsuspension 
behandelt wurde. Das Adsorbat wurde im Eluens verteilt, abzentrifugiert 
und so ein meist farbloses zweites Eluat gewonnen. Diese Reinigungs- 
operationen liefen sich noch mehrmals wiederholen. 

In dem ersten Eluat wurden durchschnittlich 5°, der Protease 
der Rohlésung wiedergefunden. Wie die Tabelle III zeigt, waren 
nach der iiblichen zweimaligen Adsorptionsbehandlung mit Kaolin in 
der Adsorptionsrestlésung nur noch durchschnittlich etwa 30°, der 
urspriinglichen Protesae nachweisbar. (Bei weiteren Wiederholungen 
der Adsorptionsbehandlung ist die Protease véllig adsorbierbar.) Da 
von den etwa 70°, der gesamten Protease, welche an das Kaolin 
gebunden waren, bei Vornahme der Elution nur durchschnittlich 
5°, (8. Tabelle IV) (auf die Gesamtprotease bezogen) abgellist wurden, 


erschien es zwecklos, die Elutionsausbeute durch weitere Anreicherung 


der Protease im Adsorbat verbessern zu wollen. Es wire méglich ge- 
wesen, die absolute Menge der vom Adsorbens abgelésten Protease 
durch mehrmalige Wiederholung der Elution mit immer _frischen 
Eluensmengen zu vergréBern. Da aber die gréBere Fermentmenge 
sich dann auf ein entsprechend gréBeres Volumen verteilt hatte und 
die Menge der durch einmalige Elution der Adsorbate erhaltenen 
Protease véllig fiir die Vornahme der nephelometrischen Bestimmung 
ausreichte, wurde von der Elution absolut gréBerer Enzymmengen 
abgesehen!. 
3. Bestimmungsmethoden der Enzyme. 
a) Proteinase. 

Nach dem Vorgang von Dernby und Waldschmidt-Leitz wurde 
die proteolytische Wirksamkeit der Milzextrakte zuniachst durch die 
Bestimmung der freigelegten NH,-Gruppen nach van Slyke gemessen. 
Als Substrat wurden auBer Gelatine auch Casein und Serumalbumin 
benutzt. Die Spaltungszeit betrug 24 Stunden, die Versuchstemperatur 
variierte zwischen 30 und 37°. 

Ausfiihrung. Fiir jede Bestimmung wurden in einem Ansatz von 
20cem Volumen 5ccm Substrat (entweder 8 °ige Gleatine-, 12 °,ige 
Caseinlésung oder Pferde- bzw. Rinderserum (unverdiinnt), Essigséure bzw. 
Natronlauge zur Einstellung des gewiimschten pq und 10 ccm der Ferment- 
lésung gemischt. Dann wurde mit Aqua dest. bzw. Glycerin zu einer 
Glycerinkonzentration von etwa 35° und einem Volumen von 20 ccm 
aufgefiillt. 


1 Auf die von Waldschmidt-Leitz in seiner neuesten Veréffentlichung 
angeschnittenen Frage der Zerlegung des wirksamen Ferments in das 
eigentliche Ferment und einen Aktivator durch diese Absorptionsmethodik 
kann erst in weiteren Arbeiten eingegangen werden. (Siehe FuBnote S. 32.) 


3* 
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Aus diesem Ansatz wurden fiir die Anfangswertbestimmung 2 b 
4ccem entnommen; ihr Aminostickstoff wurde im van Slyke-Apparat nac| 
10 Min. langem Schiitteln bestimmt. Der Rest wurde mit Toluol versetz 
und iiber Nacht im Brutschrank gehalten. Die nach 24 Stunden vorgenon)- 
mene Endbestimmung wurde gleichartig ausgefiihrt. Gleichzeitig wurde: 
Kontrollbestimmungen mit abgekochtem Ferment und Leerbestimmunge: 
ohne Substrat durchgefiihrt. 

Die Proteasewertbestiinmungen wurden bei optimalem py von etwa 4 
vorgenommen. 

Ein bei der Leerbestimmung ohne Substrat gefundener Zuwachs an 
Aminostickstoff, der auf einen Abbau des EigeneiweiSes der Fermentlésuny 
zuriickzufiihren ist, muBte von dem Gesamtzuwachs subtrahiert werden, 
um den Wert der Spaltung des zugesetzten Substrats zu ermitteln. 

Da Waldschmidt-Leitz und Deutsch bei ihren Bestimmungen diesen 
,autolytischen Wert** anscheinend nicht beriicksichtigt hatten, wurden in 
dieser Arbeit im Interesse der Vergleichbarkeit der Resultate die Lieno- 
proteaseeinheiten ebenfalls aus dem gesamten Zuwachs an Amino-N be 
rechnet. Aus der Tabelle I ist die Verteilung des gefundenen Zuwachses 
auf die Spaltung des zugesetzten Substrats und auf autolytischen Abbau 
zu ersehen. 

Vor und nach der Vornahme jeder Bestimmung wurden der px des 
Spaltansatzes elektrometrisch, sowie die Zimmertemperatur und de 
herrschende Luftdruck gemessen. 

Wenn es sich um die Ermittlung des pq-Optimums der Proteasen- 
wirkung handelte, konnte auf die Ausfiihrung von Leerbestimmungen ohne 
Substrat verzichtet werden. Es wurde in diesem Falle auch nur eine Kon- 
trolle mit abgekochtem Ferment bei etwa optimalem py angesetzt. 

Auer Gelatine wurden auch Casein und Serumeiweif als Substrate 
fiir die van Slyke-Bestimmung benutzt. Die Technik blieb im iibrigen 
unveraindert. Genauere Angaben sind bei der Protokollierung der einzelnen 
Versuche gegeben. 


Obgleich die sogenannte Mikroausfiihrung des van S/yke-Apparates 
verwendet wurde, war die Empfindlichkeit dieser Bestimmungsmethode 
fiir die Priifung der Eluate auf Proteasegehalt unzureichend. Zuwiichse 
an Aminostickstoff, welche innerhalb der Wasser-Leerwertsgrenze 
des Apparates von etwa 0,2 ccm Stickstoff (entsprechend etwa 0,1 mg 
Amino-N) liegen, kénnen nicht mehr exakt bestimmt werden. 


Parallel mit der Bestimmung nach van Slyke und iiberall dort, 
wo diese Methode versagte, wurde die Protease auf nephelometrischem 
Wege bestimmt. 

Wihrend bei der ersteren Methodik der Zuwachs an Reaktions- 
produkten als MaB der Enzymwirkung gilt, wird bei der optischen 
Methode das unangegriffene ResteiweiS gemessen. Die hypothetische 
erste Angriffsphase des Pepsins zum Beispiel, welche in einer Des- 
aggregierung bestehen soll, wiirde nephelometrisch zur Beobachtung 
gelangen, da nur das intakte Eiwei8 quantitativ durch das Triibungs- 
reagens ausgefallt wird, wahrend bei Anwendung der van Slykeschen 
Methodik nur die Freilegung von Aminogruppen gemessen wurde. 
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Umgekehrt kann mittels des van Slyke-Verfahrens der fortschreitende 
Abbau des Proteinmolekiils bis herunter zu den freien Aminoséuren 
verfolgt werden, wogegen mit dem Verschwinden des groBen Eiweib- 
molekiils die weitere Verfolgung des Spaltprozesses der nephelo- 
metrischen Beobachtung entzogen wird. 

In der vorliegenden Arbeit wurde das Verhalten der Organprotease 
gegen Casein und Gelatine, sowie gegen Pferde-Serumalbumin auf 
nephelometrischem Wege gepriift. Hierbei ist hervorzuheben, daB 
entweder durch die Spezifitat der Triibungsreaktionen oder durch die 
hohe Verditinnung der Fermentlésungen lediglich der Abbau des zu- 
gesetzten Substrats und nicht, wie bei der van Slyke-Bestimmung, 
vuuch der Abbau des Eigeneiweibes der Fermentlésungen zur Beob- 
achtung gelangte. 


Ll. Fiir Casein als Substrat wurde nach der etwas modifizierten 


Methode von Rona und Kleinmann (13) verfahren: 


In einem Mefzylinder von 75cem Volumen werden 12cem einer 
0,25 °¢igen Caseinlésung (enthaltend 5g Casein ,,Hammarsten** — 12 cem 
n-Natronlauge in 2000 cem), sowie 15 cem einer m /15 Lactat- bzw. Phosphat - 
pufferlésung oder eine vorher ausprobierte Menge Essigséure bzw. Natron- 
lauge pipettiert und mit Aqua dest. auf ein Volumen von 46 cem aufgefiillt. 
Nach Durchmischen werden mit einer Pipette 10 cem entnommen, davon 
je 4,5ceem in zwei Reagenzgliser als sogenannte Nullabnahmen gegeben ; 
der Rest wird verworfen. 

Zu den verbliebenen 36 cem des Spaltansatzes werden nunmehr 4 cem 
der Fermentlésung und einige Tropfen Toluol hinzugegeben; die Mischung 
wird (nach VerschluB des Zylinders mit einem Kautschukstopfen) 24 Stunden 
bei 37° belassen. Die Nullabnahmen werden wahrend der Spaltzeit ebenfalls 
bei 37° aufbewahrt. 

Nach Ablauf der Spaltzeit werden der Spaltlésung nach sorgfaltigem 
Durchmischen mit der Pipette 10 ccm entnommen und davon je 5cem in 
zwei Reagenzgliser als Endabnahmen gegeben. Der restliche Ansatz wird 
zur py-Bestimmung benutzt. 

Nunmehr werden zu den Nullabnahmen je 0,5cem der inzwischen 
kiihl aufbewahrten Fermentlésung zugefiigt, um véllige stoffliche Gleichheit 
der der Triibungs-R. unterworfenen Systeme zu erzielen. 

Die Spaltansétze sind je nach ihrer Aziditaét mehr oder weniger getriibt, 
bei px 4 bis 5 flockt im Laufe der Spaltzeit das Casein véllig aus. Unterhalb 
pu 3 und oberhalb py 6 bleiben die Anséitze meist klar. Zur Abnahme 
laBt sich auch das geflockte Substrat durch vorsichtiges Mischen meist 
leicht wieder gleichmaBig verteilen. Allzu heftiges Schiitteln der Ansitze 
hat eine emulsionsartige Toluoltriibung zur Folge, die sich nur durch 
Filtrieren beseitigen abt. 

In die Reagenzglaser, welche die Abnahmen und den Phosphatpuffer 
enthalten, wird zum Zwecke der Neutralisierung des sauren Spaltansatzes 
eine vorher ausprobierte Menge n/100 bis n/l Natronlauge gegeben. Die 
richtige Laugenquantitét kann leicht an dem Eintritt der vollstandigen 
Klaérung des Gemisches erkannt werden. Darauf wird die an 5cem noch 
fehlende Menge der Lauge mittels Aqua dest. ergiinzt; sodann werden 
in jedes Glas 5 ccm m/15 Phosphatpuffer (pq 7,8) und darauf 7,5 ccm einer 
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vorher filtrierten, gesittigten, schwach sauren Chinidinhydrochloridlésun, 
gegeben und gemischt. 

Die eintretende Triibung wird nach etwa 15 Minuten im Kleinmann 
schen Nephelometer (14) (Fabrikat: Schmidt und Haensch, Berlin) gemessen 

Die Triibung der Nullabnahmen wird als Standard benutzt und di: 
dieser Triibung zugrundeliegende EiweiBmenge als 100% gewertet. 

In jedem der 22,5cem betragenden Analysengemische sind run 
3 mg Casein enthalten. Der durchschnittliche Methodenfehler betragt etwas 
1 bis 2%. Es wurden trotzdem nur Ausschlage iiber 5°, als sicher: 
Spaltungen bewertet. 

Die Auswertung der Resultate erfolgt in iiblicher Weise durch An 
wendung der Formel 

a:a =€c:c, 


wobei a die eingestellte Fensterhéhe der Vergleichslésung (meist 20 mm), 
a’ die gefundene Fensterhéhe der Lésung von unbekanntem Eiweiligeha!lt. 
ce die Konzentration der Standardlésung (hier zu 100°, angenommen) 
und endlich c’ die gesuchte Konzentration darstellen. 


2. Fiir Serumalbumin als Substrat wurde die von Kleinmann (16) 
ausgearbeitete Methodik mit kleiner Abanderung iibernommen. 


Das Serumalbumin wurde in der iiblichen Weise aus Pferdeserwn 
durch Aussalzen des Globulins mittels gesiéttigter Ammonsulfatlésung und 
Dialysieren des Filtrats gegen flieBendes Leitungs- und darauf destilliertes 
Wasser bis zur Salzfreiheit gewonnen. Da sich das Serum beim Auf- 
bewahren unter Toluol stark zu triiben pflegte, muBte es vor dem Versuch 
durch rasches Zentrifugieren und Filtrieren geklart werden. 

Von diesem Substrat (0,3 bis 0,7°, Albumin) wurden je nach seine: 
Konzentration 2,5 bis 4cem im Spaltansatz angewendet. AuBerdem 
wurden 7,5 cem eines m/15 Lactat- bzw. Phosphatpuffers von gewiinschtem 
Pu, sowie Aqua dest. bis zu einem Volumen von 23 cem zugegeben. 

Nach Verinischen wurden 5ccm entnommen, davon 4,5cem in ein 
Reagenzglas als Nullabnahme verbracht, die restlichen 0,5 cem verworfen. 

Nunmehr wurden zu den verbliebenen 18 cem Spaltansatz 2 cem de 
Fermentlésung und einige Tropfen Toluol gegeben und die Mischung 24 bis 
48 Stunden bei 37° im Brutschrank belassen. 

Zur Endabnahme wurden zweimal je 5ccem entnommen. Zu de 
Nullabnahme wurden jetzt 0,5cem der kiihl aufbewahrten Fermentlésung 
hinzugegeben und in alle Glaser je 10cem einer 12,5 igen Salzséure und 
7 ccm einer 20 %Gigen Sulfosalicylsiurelésung pipettiert. 

Die Triibung wurde nach etwa 5 Minuten nephelometriert. 

Parallelbestimmungen zeigten nur minimale Abweichungen  von- 
einander, die Triibung ist im Nephelometer besonders scharf meBbar, 
und eine Proportionalitétsbestimmung unter Verwendung wechselnde: 
Substratmengen ergab fast véllige Identitaét zwischen der theoretischen 
und der gefundenen Eichkurve. 

In jeder der Einzelabnahmen sind etwa 2,3 mg Albumin enthalten. 
Der Methodenfehler betragt 1 bis 2%, doch wurde erst eine Aufspaltung 
dieser Substratmenge zu 5%, d.h. ein Abbau von 0,115mg Albumin als 
sicherer Zuwachs gewertet. 


Um die mit Gelatine als Substrat mittels der van Slykeschen 
Methodik erhaltenen Resultate nephelometrisch nachpriifen zu kénnen, 
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muBte eine geeignete Triibungsreaktion gefunden und ausgearbeitet 
werden. 

Es wurde zunachst das Verhalten von Gelatinelésungen gegen eine 
Anzahl eiweibfallender Reagenzien gepriift. Von diesen gaben z. B. keine 
Fallung: Piperidin, Pikraminséure, Chinidinhydrochlorid, Sulfanilséure, 
Pikrinséiure, #-sulfonaphthalinsaures Natrium, taurocholsaures Natrium, 
Sublimat; nephelometrisch augenscheinlich unbrauchbare, weil sogleich 
grobflockige oder in Wasser leicht lésliche Niederschlage gaben unter 
anderem: Alkohol, Ather, Phosphormolybdanséure, Metaphosphorsaure, 
Zinnchloriir und Gerbséure (Tannin). 

Sulfosalicylsiure und ihr Natriumsalz schienen beide die relativ noch 
stabilsten Triibungen zu liefern, obgleich auch bei Anwendung dieser 
Reagenzien die Flockungsschwelle rasch erreicht wurde. 

Versuche, diese Fallung analog wie bei der Albuminmethode durch 
Saure-, Laugen- oder Glycerinzusatz zu stabilisieren, fiihrten nicht zum 
Ziele. ! 

Es wurde trotz der starken Flockungsneigung der Sulfosalicylséure- 
triibung versucht, eine vergleichbare Resultate liefernde Methode aus- 
zuarbeiten. 

Von offizineller Gelatina alba pulv. wurde bei 37° eine 1° ige 
Lésung in Aqua dest. hergestellt. Die Gelatinetriibungen wurden bei den 
ersten Versuchen gegen den von Kleinmann angegebenen festen Standard ver- 
glichen, nachdem die Farbe des Bodenkérpers durch Mischen von Eosin 
mit Talkum der durch die rosa Eigenfarbe der Sulfosalicylsiiure bedingten 
Farbung des Analysengemisches angeglichen war. Bei den spateren Ver- 
suchen wurden die Endabnahmen unter Weglassung des festen Standards 
direkt gegen die Nullabnahme verglichen. 

Nachdem durch Ansetzung geometrischer Reihen und zeitlicher Serien- 
beobachtungen die optimale Reagenzimenge und die optimale Zeitspanne 
zwischen Reagenzzugabe und Messung ermittelt worden war, wurde die 
Proportionalitat zwischen EiweiBimenge und Schichthéhe nachgepriift. 

Obgleich angeniherte Proportionalitét zwischen Konzentration und 
Schichthéhe in der Zeit zwischen 20 bis 40 Minuten nach Ansatz bestand, 
wurde wegen der Neigung der Triibungen zur Flockung auf Proportionalitat 
verzichtet und eine empirische Eichkurve fiir die Messung nach 5 Minuten, 
wo sicher noch keine Flockung eintrat, ermittelt. 


Beispiel fiir eine Modellspaltung zur Herstellung einer Eichkurve: 


Spaltansatz: 1l2cem 1° iger Gelatinelésung + 19cem Aqua _ dest. 
+ 1li5cem m/15 Puffer = 46cem. Davon werden 10 ccm entnommen, je 


4,5cem in die Reagenzgliser A und A’ (100°, Eiweib) gegeben, die 
restlichen 0,5 cem verworfen. Die verbleibenden 36 ccm des Spaltansatzes 
werden mit Toluol versetzt, 24 Stunden bei 37° gehalten, ebenso die 
Glaser A und JA’, 
Kurz vor der Analyse zum Spaltansatz werden 4ccem der kiihl auf- 
bewahrten Fermentlésung gegeben, vermischt und nunmehr in 
Glas B und B’ je 4,5cem, in Glas C und C’ je 4ccem 
SS ee ee eee eee are eee 
wre ee ee ae ee 
von dem Ansatz pipettiert. 
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Analyse: Zu den Glasern A und A’ werden je 0,5 ccm der Ferment- 
lésung gegeben und das Volumen der iibrigen Entnahmen zur Ausgleichung 
des verschiedenen Salzgehalts mit m/90 Puffer auf 5ccm aufgefiillt. 

In alle Glaser werden je 1lccm Aqua dest. + 4cem der 20 %igen 
Sulfosalicylsiurelésung gegeben, und zwar zuerst in die Glaser A und A’, 
Nach 5 Minuten wird der feste Standard (Bodenkérper: Talkum + Kupfer- 
sulfat) so gegen A 20 mm eingestellt, dal gleiche Helligkeit resultierte. 
Darauf werden die tibrigen Glaser ebenfalls mit dem Triibungsreagenz 
beschickt und jeweils nach 5 Minuten gegen den festen Standard nephelo- 
metriert. 

Bei jeder dieser Modellspaltungen zeigte sich eine mehr oder minde1 
erhebliche Abweichung von den theoretisch zu erwartenden Werten. 

Aus den beim Spaltversuch gefundenen Werten wurde dann der an- 
geniherte Spaltungsgrad mit Hilfe dieser Eichkurve ermittelt. 

Die eigentlichen Spaltversuche wurden spdterhin etwas vereinfacht 
folgendermapen ausgefiihrt : 

Spaltansatz: 12cem 1° ,ige Gelatineldsung + 15cem m/15 Lactat- 
bzw. Phosphatpuffer oder eine vorher ausprobierte Menge Essigsiiure bzw. 
Natronlauge werden zu 46ccm mit Aqua dest. aufgefiillt. 

10 cem werden entnommen, davon zweimal je 4,5ccm fiir die Null- 
abnahmen verwendet. 

Zu den verbliebenen 36ccm Spaltansatz werden 4ccm Ferment- 
lésung und einige Tropfen Toluol gegeben und die Mischung, ebenso wie 
die Nullabnahmen, 24 Stunden bei 37° gehalten. 

Analyse: Aus dem Spaltansatz werden nach vorsichtigem Verteilen 
etwa ausgeflockten EiweiBes 10cem entnommen und je 5ccem in zwei 
Reagenzgliser als Endabnahmen gegeben. 

Zu den Nullabnahmen werden je 0,5cem der kiihl aufbewahrten 
Fermentlésung und sodann in alle Réhren je 11 cem Aqua dest. + 4 ccm 
der 20°,igen Sulfosiurelésung pipettiert. 

Es wird gemischt und nach etwa 5 Minuten gegen eine der beiden 
Nullabnahmen als 100° ige Standardtriibung nephelometriert. 

Die mittels der vorstehend beschriebenen Gelatinemethode erhaltenen 
und im experimentellen Teile mitgeteilten Ergebnisse sind nicht streng 
quantitativ zu werten. Wiederholungen einzelner Versuche ergaben Uber- 
einstimmung im wesentlichen Resultat, z.B. in bezug auf die Lage des 
Px-Optimums, jedoch keine exakte Reproduktion der einzelnen Zahlen- 
werte. Es ist dies auf die geringe Stabilitat der Triibung selbst innerhalb der 
kurzen Beobachtungszeit und auf Verschiedenheiten im Dispersitaétsgrad 
der verschieden behandelten Sulfoséiure-Gelatineverbindungen  zuriick- 
zufiihren. Diese gaben sich im alkalischen Gebiet der Spaltungsreihen 
dadurch zu erkennen, da bei Betrachtung der Triibungen mit dem bloBen 
Auge die Endabnahme fast véllig aufgehellt erschien, wahrend sie im 
Nephelometer noch einen intensiven Tyndallkegel zeigte, so dali als 
» Spaltung“ nur ein relativ niedriger Wert resultierte. Die nephelometrische 
Gelatinemethode erhebt nicht den gleichen Anspruch auf Genauigkeit wie 
andere nephelometrische Methoden. 

Die Gelatinemenge in einer Analyse betragt 12mg, ist also rund 
viermal so groB wie die entsprechenden EiweiBmengen bei der Casein- oder 
Albuminmethode. Eine Aufspaltung von etwa 10°, dieser Menge, also 
der Abbau von rund 1,2 mg Gelatine, wurde als sicherer Zuwachs gewertet. 
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b) Ereptase. 


Die Bestimmung des Erepsins erfolgte nach der Methode von 
Waldschmidt-Leitz und Schaffner (17). Es wird die Hydrolyse der 
Dipeptide Glycyl-glycin und Leucyl-glycin durch Titration der frei- 
gelegten Carboxylgruppen in methylalkoholischer Lésung gemessen. 

Die in der Volumeneinheit der Fermentlésung vorhandenen 
Erepsineinheiten wurden beim optimalen pq von 8 in folgender Weise 
ermittelt : 


In einem Spaltansatz von 10cem Volumen werden 0,1882 g Leucyl- 
glycin, gelést in 5cem eines 0,2 mol. Phosphatpuffers vom py 7,8, die in 
einem Probeansatz vorher ermittelte und zur Einstellung des Gemisches 
auf pa etwa 8 notwendige Menge n-Ammoniaklésung, 1 bis 2 cem der 
Fermentlésung, sowie die zu einem Gesamtglyceringehalt von etwa 35%, 
erforderliche Menge 87°,igen Glycerins gemischt und auf 10cem Volumen 
mit Aqua dest. aufgefiillt. 

Zu jeder Bestimmung gehéren zwei Ansiitze. Der eine wird zur Er- 
mittlung des Anfangstitrationswertes sogleich in eine Mischung von 85 ccm 
Methanol (reinst, ,,Kahlbaum‘‘) + 5cem Aqua dest. gegeben und nach 
Zusatz von 2 cem einer 0,5 ° igen methylalkoholischen Lésung von Thymo!- 
phthalein als Indikator mittels einer methyl- oder athylalkoholischen 
Kalilauge, deren bekannter Titer etwa 0,2n betragt, bis zum ersten Auf- 
treten einer griinlichen Nuance titriert. 

Der zweite Ansatz wird nach Ablauf der zwischen 30 Minuten und 
3 Stunden variierenden Spaltzeit, wahrend welcher er bei 30° im Thermo- 
staten gehalten wird, analog dem ersten Ansatz titriert und so, nach Multi- 
plikation mit dem Faktor der Lauge, der Zuwachs an 0,2 n Séure bestimmt. 


Die Bestimmung erfolgt in Parallelen, und gleichzeitig mit dem Haupt - 
versuch wird eine Kontrollbestimmung mit abgekochtem Ferment, sowie 
eine Leerbestimmung ohne Substrat durchgefiihrt. 

Die zur Analyse angewandte Leucyl-glycinmenge entspricht einem 
tausendstel Mol der reinen Verbindung. Bei Benutzung von Glycyl-glycin 
als Substrat wurden dementsprechend 0,132g, in 5ccm Puffer gelést, pro 
Ansatz genommen. - 

Das Leucyl-glycin wurde nach der Vorschrift von Brunner (18) 
aus Glykokoll und a-Bromisokapronylchlorid und das Glycyl-glycin nach 
den Angaben von E. Fischer (19) aus Glykokollesterchlorhydrat tiber das 
Glycinanhydrid hergestellt. Der Reinheitsgrad der Praparate wurde durch 
Aminogruppenbestimmung nach van Slyke und Gesamtstickstoffbestim- 
mung nach Kjeldahl ermittelt. 

Um die Deutlichkeit der Ausschlage zu vergréBern, wurde des 6fteren 
unter Verdoppelung aller Bestandteile das Volumen der Spaltansatze auf 
20cem erhéht und dementsprechend in 180 ccm des Methanol-Wasser- 
gemisches titriert. 


Da der Titrationsfehler bei dieser Methode nach unseren Er- 
fahrungen bis zu etwa -+- 0,1 cem betragen kann, was in der Haupt- 
sache auf den ziemlich schwer erkennbaren Umschlagspunkt zuriick- 
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zufiihren ist, wurde als quantitativ sicher bestimmbarer Spaltungsgrai| 
etwa 10°, des angewandten Dipeptides (entsprechend einem Zuwac}lis 
von 0,5 cem 0,2 n Lauge) angenommen. 


Die zur Ermittlung des pg-Optimums der Ereptase gewihlt« 
Versuchsanordnung wird im experimentellen Teile wiedergegeben 
werden. 


4. Enzymeinheiten und Berechnung der enzymatischen Konzentration. 


a) Proteinase. 


Als vorlaufiges Ma8 fiir die Menge der Milzprotease schlagen 
Waldschmidt-Leitz und Deutsch (20) die sogenannte ,,Lieno-Protease- 
Einheit [L. P. (e.)]}* vor: 


» Sie ist definiert als diejenige Enzymmenge, welche unter den unten 
angegebenen Bedingungen (Glycerinhemmung, py 4, 30°) bei der Ein- 
wirkung auf 0,18 g Gelatine in 24 Stunden einen Zuwachs reaktionsfahige: 
NH,-Gruppen, entsprechend 0,90 ccm 0,2 n NH, ergibt.‘ 

Diesem Vorschlag liegt die Beobachtung zugrunde, da innerhalb 
gewisser Grenzen direkte Proportionalitét zwischen Proteasemenge und 
enzymatischer Wirksamkeit, gemessen nach van Slyke, besteht. Die ent- 
sprechenden Verhaltnisse bei Anwendung der nephelometrischen Methodik 
werden bei den Versuchen zur Kinetik besprochen werden. 

Als MaB der enzymatischen Konzentration wird von Waldschmidt-Leitz 
der ,,Lieno-Proteasewert [L. P.(w.)]‘* vorgeschlagen, d.i. die Anzahl 
Lieno-Proteaseeinheiten pro Gramm Praparat. 


Nach den Untersuchungen der Milz von Waldschmidt-Leitz (21), de: 
Magenschleimhaut von Willstdtter und Bamann (22), der Leber von Wald- 
schmidt-Leitz und Finkelscherer (23), der Niere von Waldschmidt-Leitz und 
Dorfmiiller (24), sowie auch in der vorliegenden Arbeit iiber Milz und weilbe 
Blutkérperchen, ist die Identitét der in diesen Organen und Zellen ge- 
fundenen Proteinase nach ihrem charakteristischen Verhalten gegen ver- 
schiedene Substrate als erwiesen anzusehen. Waillstdtter und Bamann (25) 
schlagen als einheitliche Bezeichnung fiir diese Organproteinase die Be- 
nenung ,,Kathepsin“ vor. 


Unter Beibehaltung der Definition soll daher in dieser Arbeit 
die spezielle Bezeichnung ,,Lieno-Protease-Einheit* [L. P. (e.)] durch 
die allgemeinere einer ,,Kathepsin-Einheit‘‘: K.(e) ersetzt werden. 
Demgema8 ist auch die Anzahl solcher K. (e.) pro Gramm Priparat 
als ,,Kathepsin-Wert: K.(w) zu bezeichnen. 


Dieser MafSstab, welcher der GréBenordnung der Ergebnisse, 
die mittels der van Slykeschen oder Titrationsmethodik erzielt werden, 
durchaus angemessen ist, erweist sich bei der Auswertung der nephelo- 
metrischen Messungen als zu groB. Die erzielten nephelometrischen 
Spaltungen wiirden durch winzige Bruchteile der K. (e) ausgedriickt 
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werden miissen. Es wird daher der Vorschlag gemacht, die groBe 
K.(e) fiir feine Messungen in 1000 ,,.Mikro-Kathepsin-Einheiten“, 
abgekiirzt k. (e.) zu unterteilen. Sinngema8 wiirde dann die Anzahl 
k.(e.) pro Milligramm Enzympriparat als ,,Mikro-Kathepsin-Wert* 
oder abgekiirzt k.(w.) zu bezeichnen sein. 

Zur Veranschaulichung dieser MaBeinheiten mégen folgende 
Angaben dienen: 


Es wurde nach der von Waldschmidt-Leitz und Deutsch gegebenen 
Definition und mittels der van Slyke-Methode in dem normalen Milzextrakt 
Nr. III ein Proteasegehalt von 0,111 K. (e.) pro Kubikzentimeter gefunden. 
(Versuch 8, Tabelle I.) 

DefinitionsgemaéB entspricht einer K. (e.) ein Zuwachs von 0,9 ccm 
0,.2n NH, pro 0,18g Gelatine in 24 Stunden bei 30°. Der einer k. (e.) 
demnach entsprechende Zuwachs von 0,0009ccm 0,2n NH, pro 0,18 ¢g 
Gelatine ist natiirlich im van Slyke-Apparat, dessen Wasserleerwert etwa 
0,2 cem Stickstoff, entsprechend einem scheinbaren Zuwachs von 0,12 cem 
0,.2n NH, pro 0,18g Gelatine nicht nachweisbar. Erst die Wirksamkeit 
von mindestens 100 k. (e.) macht sich als etwa 100°, des Leerwertes im 
van Slyke-Apparat bemerkbar. Das einzige Mittel zur Erzielung gréBerer 
Ausschlage im van Slyke-Apparat besteht in einer Erhéhung der Spalt- 
temperatur von 30 auf 37°. Fiir dies Intervall wurde ein Temperatur- 
koeffizient von 1,9 bis 2,3 ermittelt. 


Hier sei vorweg bemerkt, daB bei der Umrechnung der Wald- 


schmidt-Leitzschen Einheiten auf nephelometrische Aquivalente fiir 
die Spaltungen nach der van Slyke-Methode der gesamte gefundene 
Zuwachs (entsprechend dem Abbau des EigeneiweiBes — dem Abbau 
des zugesetzten Substrats) in Rechnung gestellt wurde. Bei der 
nephelometrischen Bestimmungsform gelangt dagegen allein der Abbau 
des zugesetzten Substrats zur Beobachtung (vgl. dazu 8. 37—40). 


Bei alleiniger Beriicksichtigung der Spaltung des zugesetzten 
Substrates nach van Slyke wiirde sich die Empfindlichkeit der nephe- 
lometrischen Methodik in verstarktem Mae gezeigt haben. 


Im Spaltansatz fiir die van Slyke-Bestimmung kommen auf je 1 ccm 
Rohauszug 0,04g CGelatine. 

Bei der nephelometrischen Gelatinemethode kommt 1 ccm des Rohaus- 
zuges Nr. III auf 0,351 g Gelatine. Unter den iiblichen Bedingungen dieser 
Bestimmung (24 Stunden Spaltzeit bei 37°) spaltet z. B. 4/;, ccm des Aus- 
zuges 0,0117 g Gelatine zu 42°, bei optimaler Aziditaét von py 4,4. (Ver- 
such 48, Punkt 5.) In diesem Auszugsvolumen sind nun nach der van Slyke- 
Bestimmung "!/,, = 3,7k.(e.) enthalten. Daraus berechnet sich, dab 
1k. (e.) 0,0032 g Gelatine nephelometrisch unter den angegebenen Bedin- 
gungen zu 42% aufspaltet, entsprechend einem Abbau von 0,00134 g. 
Die Proteasemenge von der GréBe einer k. (e.) ist also mit dieser Methode 
noch bequem nachweisbar. 

Das Verhaltnis zwischen Ferment- und Substratmenge ist bei den 
nephelometrischen Caseinmethoden ein ahnliches: 1 cem Rohauszug kommt 
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auf 0,360 g Casein. Laut Versuch 72 spaltet 4/29 cem Auszug II] bein 
(zweiten) py-Optimum von 5,8 (in 24 Stunden und bei 37°) 0,003 g Casein, 
zu 36%. Da in dieser Auszugsmenge 0,93 k. (e.) enthalten sind, so ergibt 
die Rechnung, daB 1k. (e.) 0,0032 g Casein zu 36% aufspaltet, was einem 
Abbau von 0,00115 g Casein entspricht. Nach dieser Methode sind als 
noch Bruchteile einer k. (e.) nachweisbar! 


Der friither erwahnte Vorteil der nephelometrischen Albwmin 
methodik, nimlich ihre hohe absolute Empfindlichkeit, wird durch di: 
grobe Resistenz des Serumalbumins gegen das Kathepsin eingeschrankt 


Das Verhaltnis Ferment /Substrat ist hier beinahe um das Zehnfach: 
gréBer als bei den beiden vorher genannten Methoden, namlich 1 ccm 
Auszug kommt auf etwa 0,046g Albumin. '/,)ccm des Auszuges II], 
enthaltend 5,55 k. (e.), spaltet beim optimalen pq von 3,9 (Versuch 57) 
0,0023 g Albumin in 24 Stunden bei 37° zu etwa 13,5%, gleich 0,0003 ¢ 
(némlich in 48 Stunden zu 27° !). Eine k. (e.) spaltet demnach 0,000 46 g 
Albumin unter den obengenannten Bedingungen zu 13,5°, entsprechend 
0,00006 g. Bei dieser Methode liegt die untere Grenze der Nachweis- 
barkeit bei etwa 2k. (e.). Jedoch kann die Empfindlichkeit durch eine 
Ausdehnung der Spaltzeit auf 48 Stunden um etwa das Doppelte ge 
steigert werden. 


Zur Berechnung der Kathepsinwerte war die Bestimmung des 
Trockenriickstandes der Enzymlésungen notwendig. 


Einmal wurde der Trockenriickstand direkt durch Eindampfen eines 
abgemessenen Volumens auf dem Wasserbad und Abdestillieren des 
Glycerins im Vakuum bei etwa 15mm Druck und etwa 100° bestimmt. 
Hierzu wurde in einem Vakuumexsikkator eine elektrische Heizplatte unter- 
gebracht und die zu trocknende Fliissigkeit in einer gewogenen Nickel- oder 
Platinschale auf dieser Platte bis zur Gewichtskonstanz, unter gleichzeitigem 
Evakuieren mittels einer Wasserstrahlpumpe, erwirmt. Der resultierende 
Trockenriickstand wurde sodann gegliiht und das Gewicht der Aschen- 
substanz vom Trockengewicht subtrahiert. 


Zur Bestimmung des nicht dialysablen Trockenriickstandes wurde 
wie folgt verfahren: 


Zunichst wurde die enzymatische Wirksamkeit der betreffenden 
Fermentlésung nephelometrisch gegen Casein gepriift. Sodann wurde eine 
abgemessene Menge in eine ,,Fischblase‘‘ oder in eine Schleicher und 
Schiillsche Dialysierhiilse verbracht, welche vorher mittels Albuminlésung 
auf Dichtigkeit gepriift worden war. Dann wurde mehrere Tage gegen 
flieBendes Leitungswasser und einen Tag gegen destilliertes Wasser dialy- 
siert. Nunmehr wurde in dem Inhalt der Blase bzw. Hiilse der Trocken- 
riickstand und der Aschengehalt wie friiher bestimmt. Es wurde dabei 
von der Voraussetzung ausgegangen, dali der Traiger der enzymatischen 
Wirksamkeit in der nichtdialysablen, aschefreien Trockensubstanz zu 
suchen ist. Eine Bestimmung der proteolytischen Wirkung nach erfolgter 
Dialyse wiirde infolge der inzwischen eingetretenen Enzymzerstérung und 
Inaktivierung durch Wegdialysieren der Schutzstoffe (Glycerin, Salze usw.) 
kein richtiges Bild mehr ergeben. Willstdtter und Waldschmidt-Lietz (26) 
sagen dariiber in ihrer Arbeit tiber Pankreaslipase : 
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,,Die Lipase ist nie in rein wasseriger Lésung von den angegebenen 
Reinheitsgraden erhalten worden. Es ist ein wesentlicher Unterschied 
zwischen Lipase und Invertin, daB in unserem Falle das Enzym von der 
bestimmten Wirkung nur im Gemisch mit Glycerin und den als Reagenzien 
angewandten Elektrolyten vorliegt. Soweit die Angaben iiber die Enzym- 
konzentration Elutionen aus Adsorbaten betreffen, beziehen sie sich stets 
auf die vor der Dialyse gemessene Wirkung; bei der Dialyse geht mit der 
Entziehung des Glycerins die Inaktivierung der Lipase einher, die bisher 
nie anders als irreversibel beobachtet wurde.“ 


Es mu&S darauf hingewiesen werden, dai die von anderen Autoren 
angegebenen Reinheitsgrade (z.B. von Willstdtter und Waldschmidt-Leitz 
fiir Pankreaslipase (27) sich des 6fteren auf den Enzymgehalt der ge- 
trockneten Driisensubstanz beziehen. Da der Proteasegehalt der Milz in 
der vorliegenden Arbeit aus technischen Griinden nur in den Eztrakten 
bzw. im PreBsaft bestimmt worden ist, so kénnen unsere Angaben auch 
nur auf den Proteasegehalt dieser Extrakte Bezug nehmen. Mit der 
Extraktion der Protease aus den Organen mittels Glycerin ist einerseits 
ein Fermentverlust infolge unvollstaéndigen Enzymentzugs [im Falle der 
Pankreaslipase z.B. von etwa 30°, (28)] verbunden, andererseits stellt 
der Extraktionsvorgang eine ganz wesentliche Reinigung der Enzyme 
von natirlichen Begleitstoffen dar. 


Als Beispiel dafiir mége folgende Uberschlagsrechnung dienen: 


Der Proteasegehalt des normalen Milzextrakts Nr. III wurde nach 
van Slyke zu 0,111 K. (e.) pro Kubikzentimeter gefunden. Der Trocken- 
riickstand wurde mittels direkten Eindampfens zu 0,023 g pro Kubik- 
zentimeter bestimmt. Daraus berechnet sich ein Kathepsinwert von 
etwa 6,2. 


Zur Herstellung von 3000 cem des Extrakts wurden nun 1800 g frischer 
Milz benétigt. Der aschefreie Trockenriickstand dieses Organs, der ebenso 
wie derjenige der Extrakte ermittelt wurde, wurde zu 0,2337 g pro Gramm 
Frischmilz bestimmt. 

Um nun einen Anhalt fiir die Abschitzung der Enzymausbeute bei 
der Glycerinextraktion zu gewinnen, wurde mittels der Kleinmannschen 
Mikropresse! (29) aus Frischmilz unter Anwendung hohen Druckes 
(150 Atm.) nach vorherigem Verreiben mit Kieselgur ein ZellpreBsaft her- 
gestellt. Der Proteasegehalt dieses Prefisaftes wurde in iiblicher Weise 
nach van Slyke bestimmt und mit demjenigen eines normalen Glycerin- 
extrakts verglichen, welcher aus derselben Substanz gewonnen worden 
war. Dabei ergab sich, daB bei Bezugnahme auf die gleichen Mengen 
aschefreier Organtrockensubstanz im Prebsaft die 1,6fache Proteasemenge 
enthalten war, wie im Glycerinauszug. Unter der Annahme, dai der 
PreBbsaft die gesamte Protease der ausgepreBten Organsubstanz enthalt, 
betrigt demnach die Ausbeute bei der Extraktion mit Glycerin 62,5°% 
der Gesamtprotease. 

Bei Zugrundelegung dieses Wertes ergibt sich, da® in den obengenannter: 
1800 g Frischmilz = 420,75g aschefreier Trockensubstanz insgesamt 
532,8 K.(e.) enthalten waren. Pro Gramm dieser Trockensubstanz sind 


1 Die Mikropresse wird von den Vereinigten Fabriken fiir Labora- 
toriumsbedarf, Berlin, Scharnhorststr. 22, hergestellt. 
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demnach 1,27 K.(e.) vorhanden, welche Zahl definitionsgem&iB der, 
Kathepsinwert darstellt. 

Der K.(w.) wurde demnach von der trockenen Driisensubstany 
[K.(w.) = 1,27] bis zum normalen Glycerinextrakt [K.(w.) = 6.2] 
um etwa das Fiinffache gesteigert. 


b) Ereptase. 


Zur Berechnung des Gehaltes an Peptidase wurde die von Wald. 
schmidt-Leitz und Deutsch (30) vorgeschlagene Definition der ,,Lieno- 
Erepsin-Einheit™ : 

i Aziditatszuwachs (ccm 0,2 n-NH 
L.-Er--E. - 2) 


Zeit (Minuten) 


verwendet. Der Lieno-Erepsin-Wert (L.-Er.-W.) gibt dann die Anzah!| 
Lieno-Erepsin-Einheiten pro Gramm Praparat an. 


lI. Abtrennung und Reinigung der Nilzproteasen. 


Die vorliegenden Untersuchungen bestatigen, daB in der tierischen 
Zelle eine echte Protease vorhanden ist, welche im optimalen schwach 
sauren Milieu genuine Proteine nur langsam, denat- rierte, wie 
z. B. Casein und Gelatine, schneller abbaut; neben dieser sind Pepti- 
dasen vorhanden. 


1. Proteinase (Kathepsin). 
a) Kathepsingehalt der ungereinigten Extrakte. 


Zunichst wurde in den rohen Glycerinextrakten der Milz, deren 
Gewinnung im Abschnitt II, 1 beschrieben wurde, der Gehalt an Kat- 
hepsin nach der van Slyke-Methode bestimmt (Technik, s. 8. 35). 


Als Substrat wurde Gelatine verwendet. Die Berechnung wurde 
nach der auf 8.42 gegebenen Definition durchgefiihrt. Um mit den 
von Waldschmidt-Leitz und Deutsch (31) mitgeteilten Werten ver- 
gleichbare Resultate zu erhalten, wurde der gesamte Zuwachs an 
reaktionsfahigen NH,-Gruppen innerhalb der Versuchszeit auf dic 
Substratspaltung bezogen, obgleich durch Parallelversuche festgestellt 
wurde, da8 auch im gelatinefreien Spaltansatz ein gewisser Zuwachs 
an Aminostickstoff eintrat, welcher auf den autolytischen Abbau des 
EigeneiweiBes der Extrakte zuriickzufiihren ist. In der Tabelle I, die 
eine Zusammenstellung der Ergebnisse mit den verschiedenen Extrakten 
enthalt, wird dieser Eigenzuwachs mit ,,Autolytischer Wert‘ bezeichnet. 
Der Kathepsingehalt der Glycerinausziige variierte zwischen 0,213 
und 0,111 K.(e.) pro Kubikzentimeter (vgl. auch Versuch Nr. 8, 
Tabelle I, und Versuch 3a, 18, 19, 20. 








Tabelle I. Proteasebestimmungen nach van Slyke in den Milzextrakten mit Gelatine. 
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Bestimmungen des Trockenriickstandes wurden nur beim Au 
zug III vorgenommen und bei einigen Eluaten. So konnte in de 
Tabelle I der Kathepsinwert, das ist die Anzahl K.(e.) pro Gramii 
Trockensubstanz, auch nur fiir diesen Extrakt zu etwa 6 angegeben 
werden. 


Waldschmidt-Leitz und Deutsch (32) fanden als durchschnitt- 
lichen Proteasegehalt im sogenannten ,,Normalextrakt** etwa 1 K. (¢.) 
in 5cem. 
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—~JStunden Spalttdauer 24S5vo. 
Abb. 1. 
Beispiel fiir die Verteilung des Zuwachses an Amino-N 
auf den Abbau des zugesetzten Substrates und auf den 
Abbau von Eigeneiweilfi des Extraktes: Bestimmung det 
Protease nach van Slyke im normalen Milzglycerin- 
auszug Ilb mit Gelatine als Substrat 


(Versuch Nr. 6). 


Die hier erhaltenen Werte bleiben, wie sich aus der Aufstellung 
ergibt, bis auf den Schnellauszug Ia hinter diesem Durchschnitt 
zuriick. Fiir die Mehrzahl der Versuche wurde der normale Auszug LI] 
verwendet, da bei seiner Gewinnung die gréBte Extraktmenge erhalten 
wurde und auf die Einheitlichkeit der zu untersuchenden Enzym- 
lésungen Wert gelegt werden muBte. 

Die Beziehungen zwischen den Ergebnissen der Bestimmung nac} 
van Slyke und der nephelometrischen Analyse sind zahlenmaBig bereits 
im Abschnitt II 4a dargestellt, und zwar am Beispiel des allein zu 
quantitativen Berechnungen verwendeten Auszuges III. 


b) Adsorptions- und Elutionsverhalten. 


Das Adsorptions- und Elutionsverhalten des Kathepsins wurde 
zunachst im AnschluB8 an die Versuche von Waldschmidt-Leitz und 
Deutsch (33) untersucht. Diese Autoren fanden bereits bei einmaliger 
Behandlung eines Normalauszuges mit Kaolin bei py 4 die Adsorptions 
restlésung proteasefrei. Dies Ergebnis konnte weder bei Verwendung 
von ,,Edelkaolin“ (Elektrd-Osmose-Gesellsch.) noch von Kaolin, das 
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nach der Vorschrift von Wéillstdtter und Schneider (34) mit konzen- 
trierter Salzsiure behandelt worden war, reproduziert werden (siehe 
Versuch 10, 11). In allen Fallen enthielt die Adsorptionsrest- 
losung noch mittels der van Slyke-Methode nachweisbare Protease- 
mengen. 


Bei diesen Versuchen wurde wie auch spiterhin folgendes beob- 
achtet : 

Wenn namlich die proteolytische Wirksamkeit einer Rohlésung, 
z.B. durch adsorptiven Entzug der Protease mittels Kaolin, ab- 
geschwacht wurde, so nahm zunachst die Fahigkeit zur Spaltung des 
zugesetzten Substrates ab, wihrend der sogenannte ,,Autolytische 
Wert‘, also die Starke der Spaltung des Eigeneiweifes der Ferment- 
lisung, beinahe unverandert groB blieb. 


Aber auch bei der Abnahme der enzymatischen Wirksamkeit der 
Extrakte im Laufe der Aufbewahrung scheint zunachst eine Minderung 
der Wirksamkeit gegen zugefiigtes Substrat einzutreten. Bei der Be- 
stimmung des Proteasegehaltes im Auszug III wurde nach etwa 
Smonatiger Lagerung nur eine geringe Gelatinespaltung gefunden. 
Wie die ohne Substrat angestellte Leerbestimmung ergab, war der 
beobachtete Zuwachs an Amino-N im Laufe der Bestimmung haupt- 
sichlich auf Abbau des AuszugeiweiBes zuriickzufiihren (s. Tabelle I, 
Spalte 7, Versuch 8). 


Da mittels einmaliger Kaolinadsorption keine Proteasefreiheit 
der Restlésung erzielt werden konnte, wurde zu mehrmaliger Adsorp- 
tionsbehandlung tibergegangen. Durch eine zweimalige Behandlung 
der normalen Extrakte Ib und Ilb mit festem Edelkaolin bei py 4 
war ebenfalls keine véllige Befreiung der Rohlésungen von Protease 
zu erzielen (s. Versuch 13, Tabelle 11). Erst bei dreimaliger Adsorp- 
tion war die quantitative Entfernung des Ferments (bei Anwendung 
der van Slyke-Methode!) erreichbar (Versuch 15). 

Der Rohauszug Ia erwies sich nach zweimaliger Behandlung mit 
gleichem Volumia einer Suspension des mit HCl gereinigten Kaolins 
nach van Slyke als frei von Protease (s. Versuch 17). Die an- 
gewandte Kaolinaufschwemmungen enthielten stets etwa 2,23 g 
Kaolin pro 30 ccm. 

Nach sechsmaliger Adsorption mit gereinigtem Kaolin wies die 
Restlésung aus Auszug III keine nennenswerte Wirksamkeit gegen 
Casein bei der Bestimmung nach van Slyke bei py l bis 7 mehr auf. 

Aus den normalen Extrakten ILb und III lief sich dagegen die 
Protease durch zweimalige Adsorption mit gereinigter Kaolinsuspension 
nur zum Teil entziehen (s. z. B. Versuch 18: und 19). 
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Auch nach viermaliger Behandlung mit Kaolin spaltete die Rest- 
lésung des Auszuges IIb Casein bei py 3, bei nephelometrischer Analys: 
zu 57%, auf (Versuch 29, 8. 75). 


Mit den mittels zweimaliger Kaolinbehandlung vorgereinigten 
Normalausziigen IIb und III wurde eine Anzahl von Versuchen 
durchgefiihrt, die eine Bestimmung ihrer Wirksamkeit gegen Gelatin: 
und Casein nach van Slyke und gegen Gelatine, Casein und Serumalbumin 
auf nephelometrischem Wege zum Gegenstand hatten. Derart behandelt« 
Extrakte werden im folgenden kurz ,,gereinigte Ausziige’’ benannt 
werden. 

Der gereinigte Auszug ILb enthielt (bestimmt nach van Slyky 
gegen Gelatine beim optimalen pq von 4 und mit Anwendung aus- 
gleichender Glycerinhemmung) etwa 27 °, der urspriinglich vorhandenen 
Proteasemenge (s. Versuch 18 BI und 19, Ib). 


Die mit den nicht weiter verdiinnten, gereinigten Ausziigen, deren 
Volumen nach der Kaolinbehandlung das Dreifache der urspriinglichen 
Rohlésung betrug, zunéchst angestellten Versuche auf nephelometrischem 
Wege mit Casein als Substrat ergaben zunachst kein richtiges Bild de: 
wahren Verhaltnisse. Die Menge der angewandten Protease war zu groli 
im Verhialtnis zu der vorliegenden Substratkonzentration, so daB auch im 
schwach alkalischen Milieu eine erhebliche Aufspaltung des Caseins durch 
das in diesem Gebiet nur mehr schwach wirksame Kathepsin beobachtet 
wurde. So wurde z. B. von dem gereinigten Auszug Nr.IIb unter den 
iiblichen Versuchsbedingungen Casein bei py etwa 8 nephelometrisch zu 
51% abgebaut (Versuch 19, ITT R). 

Es zeigte sich, daB der gereinigte Auszug ILb, noch um das Dreifache 
verdiinnt, imstande war, Casein beim optimalen py von etwa 3 nephelo- 
metrisch innerhalb 20 Stunden zu 53°, zu spalten (Versuch 25). 


Der gereinigte Auszug III spaltete in zehnfacher Verdiinnung 
(Volumen also dem 30fach verdiinnten Orginalauszug entsprechend) 
Casein nephelometrisch (bei py 3, innerhalb 24 Stunden) zu etwa 
32 % auf 


Die Ergebnisse der durch Variierung der Spaltaziditat auf die 
Ermittlung des py-Optimums gegen verschiedene Substrate gerichteten 
Versuche werden in der JJ. Mitteilung im Zusammenhang mit den 
entsprechenden Optimumkurven der Rohlésungen und der Eluate 
mitgeteilt. 

Es wurden auch einige orientierende Versuche mit anderen Ad- 
sorbenzien angestellt : 

In dem Schnellauszug Ila wurde durch Vermischen mit alkalischer 


Caseinlésung und Zugabe von Essigsaure unter Riihren eine fein verteilte 
Caseinfallung hervorgerufen. In der verdiinnten Adsorptionsrestlésung 
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wurden mittels der van Slykeschen Methode noch 73 °,, des urspriinglichen 
Proteasegehaltes wiedergefunden (Versuch 21). 


“ee 


Ferner wurde versucht, die Protease an Aluminiumhydroxyd .,Cy 
[nach Willstdtters Vorschrift hergestellt (35)] zu binden: 


30 cem des Auszugs Ilb wurden bei py 4 mit insgesamt etwa 
400 mg des in Wasser suspendierten Praparats behandelt. Nach Ver- 
diinnen auf das Dreifache des urspriinglichen Volumens spaltete die 
Adsorptionsrestlésung Casein nephelometrisch innerhalb 24 Stunden noch 
sowohl beim optimalen py von 3 als auch bei pq 8 zu iiber 60°, auf 
(Versuch 23). 


Kine gréBere nephelometrische Spaltung von Casein, als 63 °,, 
wurde im Laufe der Arbeit nicht beobachtet. 


Die Affinitat der ungereinigten Protease zum Aluminium. 
hydroxyd Cy war demnach geringer als zum Kaolin. 


Gegliihter Kieselgur adsorbierte, in gréBerer Menge angewandt, 
bei pu 7, in Ubereinstimmung mit dem Befund von Waldschmidt- Leitz 
und Deutsch (36) einen erheblichen Teil Protease aus dem normalen 
Auszug ILb (Versuch 22). 


Es wurde nunmehr versucht, die Protease aus den verschiedenen 
Adsorbaten in wirksamer Form zu eluieren. 


Wie nach den Angaben von Waldschmidt-Leitz und Deutsch zu 
erwarten war, konnte in den Eluaten bei Anwendung der van Slyke- 
Methodik nur sehr wenig oder gar keine Protease nachgewiesen werden. 
Die teilweise erhaltenen Zuwiichse an Amino-N waren so klein, da} 
sie noch innerhalb der Fehlergrenze dieser Bestimmungsform lagen 
(s. z. B. Versuch 19 und 20). 

Nur in einem Falle (Versuch 18 C,) wurde im Eluat eine etwas 
gréBere Menge Protease gefunden, was gema der Versuchsanordnung 
jedoch auf rein mechanische Ablésung von Extraktresten aus dem 
ungewaschenen Adsorbat zu deuten war. 


Nephelometrisch wurden dagegen durchweg erhebliche Spaltungen 
beobachtet, was auf die grobe Empfindlichkeit dieser Methode zuriick- 
zufiihren ist, die noch den Nachweis minimaler Mengen eluierter Pro- 
tease mit befriedigender Genauigkeit gestattet. 


Nephelometrische Spaltungen, die mit Eluaten erzielt wurden, 
welche aus ungewaschenen Adsorbaten hergestellt worden waren, konnten 
nicht zum Beweise fiir eine echte Elution herangezogen werden, denn sie 
konnten durch Reste der Rohlésungen vorgetiuscht sein, die vom 
Adsorbens mitgerissen und sodann vom Eluens herausgelést worden 
waren. 


=* 











a 








COI ORTOP ert or ors 


52 H. Kleinmann u. K. G. Stern: 


So kann aus den Ergebnissen der Elution mit verschiedenen 
Eluentien aus ungewaschenen Kaolin-, Kieselgur- und Aluminiumhydrat- 
Adsorbaten nur rein qualitativ geschlossen werden, daB alle diese Eluate 
bei nephelometrischer Analyse deutliche proteolytische Wirkung zeigten 
(s. dazu Versuch 22, 23 und 24). 


Die Bestindigkeit der Protease im Kaolinadsorbat wurde derart 
bestimmt, daB eine Halfte des Adsorbates sofort und die andere erst 
nach 24stiindigem Aufbewahren im Kiihlschrank mit sekundiarer 
Phosphatlésung eluiert wurde. Die Wirksamkeit beider Eluate wurde 
gegen Casein gleichgroB befunden (Versuch 27). 

Um das Hineingelangen von Extraktresten in die Eluate und ihre 
Verunreinigung mit Glycerin und ExtrakteiweiB zu vermeiden, wurde 
fortan das erste Adsorbat meist mit Leitfahigkeitswasser gewaschen 
bevor die eigentliche Elution vorgenommen wurde, Ein Enzymverlust 
wurde dabei mit in Kauf genommen (s. Versuch 28). 


Die Ablésung des Kathepsins vom Kaolinadsorbat wurde durch 
eine Anderung des Reaktionsmilieus erzielt. Es zeigte sich, daB eine 
primaire Kaliumphosphatlésung aus dem ungewaschenen Adsorbat 
weniger Protease eluierte, als eine danach angewandte sekundire 
Phophatlésung (Versuch 29). 

Eine Vornahme der Adsorption mit Kaolin und der Elution mit 
sekundarem Phosphat unter dauernder Kiihlung hatte auf die Ausbeute 
keinen EinfluB (Versuch 30). 


Der Versuch, die Elutionsausbeute durch Verlangerung der Ein- 
wirkung des Eluens auf das Adsorbat zu verbessern, ergab, daB die 
Ausdehnung der Elutionsdauer von 3 bis 50 Minuten unter Kiihlung 
mit flieBendem Wasser (von etwa 11°) nur eine unwesentliche Ver- 
stirkung der nephelometrischen Wirksamkeit gegeniiber Casein zur 
Folge hatte (Versuch 32). 


Aus diesen Vorversuchen bildete sich dasjenige Elutionsver- 
fahren heraus, welches im Laufe der weiteren Untersuchung fast 
ausschlieBlich angewendet wurde und das im Abschnitt I Ab be- 
schrieben ist. 


Um die Menge der gelésten Bestandteile im Eluat méglichst herab- 
zumindern, wurde ein Ersatz der 1 °%,igen Phosphatlésung durch ver- 
diinnte Ammoniak-Lésungen versucht. Die damit erzielten Ausbeuten 
erwiesen sich als stark abhingig vom p,q der Elutionsmischung, das 
heiBt des Gemenges von Eluens mit dem Adsorbat. Die Alkalitat 
der NH,-Lésungen wurde auch durch die mit Leitfaihigkeitswasser 
gewaschenen Adsorbate erheblich vermindert. Eine n/114 N H,-Lésung, 
die mit dem gewaschenen Adsorbat ein Gemisch von gleichem py, wie 
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die Phosphatlésung lieferte (etwa 7,5), gab die beste Ausbeute an 
Protease (s. dazu Tabelle IT und Versuch 36). 

In der folgenden Tabelle II ist eine Zusammenstellung der nephe- 
lometrischen Wirksamkeit verschiedener Eluate gegen Casein bei pg 
etwa 3 gegeben: 

Zwecks weiterer Reinigung der Protease wurde das alkalische erste 
Eluat mittels Eisessig auf py etwa 4 gebracht und mit dem gleichen 
Volumen der iiblichen Kaolinsuspension vermischt. Das durch Zen- 
trifugieren gewonnene Adsorbat wurde stets ohne vorheriges Waschen 
mit den gleichen Eluentien wie das erste Adsorbat behandelt. Eine 
Anwendung verschiedener Adsorbentien und Eluentien, wie er zur 
Reinigung anderer Enzyme vorgeschlagen worden ist, war hier unndtig, 
da bei fortschreitender Reinigung eine erhebliche Verbesserung der 
Ausbeute, aber keine qualitative Anderung der adsorptiven Eigen- 
schaften des Kathepsins eintrat (s. dazu Versuch 36 und 37). 


Die Uberfiihrung des Enzyms vom ersten in das zweite Eluat 
gelang, wie aus der Tabelle Il hervorgeht, bei Anwendung von 
n/l1l4 NH,-Lésung mit besserer Ausbeute als bei Anwendung von 
1%iger Na, HPO,-Lésung: Beim Ammoniak spaltete das erste Eluat 
unverdiinnt Casein durchschnittlich zu etwa 41°, das zweite Eluat 
zu 36%. 


Beim Phosphat bewirkte das doppelt verdiinnte erste Eluat eine 
nephelometrische Caseinspaltung von 33,4°,, entsprechend einer 
Spaltung durch das unverdiinnte Eluat von 50 ©, (s. dazu die kinetischen 
Versuche in der II. Mitteilung), das unverdiinnte zweite Eluat dagegen 
eine Spaltung von 27 °%,. 


Durch Anwendung der halben Eluensmenge bei der zweiten 
Elution gelang eine Konzentrierung des Enzyms, da nunmehr Casein 
bei pu 3 in einem Falle zu 50%, in einem anderen zu 38 °,, aufgespalten 
wurde (Versuch 38). 


Auch der Einflu8 des Glycerins auf die Kathepsinwirkung wurde 
gepriift : In einem Falle hemmte ein Zusatz einer groBen Glycerinmenge 
zum Spaltansatz, welche etwa der Glycerinkonzentration, die bei 
Zufiigung des dreifach verdiinnten Rohauszuges entstanden ware, ent- 
sprochen hatte, die nephelometrische Spaltung des Caseins um die 
Halfte der Spaltung des glycerinfreien Parallelansatzes. 


Wurde zur Elution aus dem Kaolinadsorbat an Stelle der rein 
wasserigen 1 °,igen Na, HPO,-Lésung eine solche von 30%, Glycerin- 
gehalt benutzt, so war die Spaltung des Caseins beim (scheinbaren) 
ersten Optimum von etwa px 3 durch das wiisserige und das glycerin- 
haltige Eluat gleich groB. Beim (scheinbaren) zweiten Optimum bei 
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px etwa 5 war die Spaltung durch das glycerinhaltige Eluat bedeutend 
schwicher als durch das wasserige Eluat. 


Auf 8.50/51 wurde ausgefiihrt, da8 ein im Rohauszug Nr. Ila erzeugter 
Caseinniederschlag 27° des Kathepsins adsorbierte. Der Versuch, die 
Protease aus diesem Caseinadsorbat nach dem Vorgang von Bleibtreu und 
Atzler (37) fiir das sogenannte ,,Serumferment‘* wieder in aktiver Form 
freizulegen, nachdem das Adsorbat einige Tage in getrocknetem Zustande 
aufbewahrt worden war, miBlang. Nach der Auflésung des Caseins in 
Natriumacetatlésung und 24stiindigem Stehen der Lésung bei 37° war 
nephelometrisch keine Aufspaltung des Substrats nachweisbar. Das 
Ferment war also entweder durch den Vorgang der Adsorption oder durch 
die Austrocknung irreversibel inaktiviert worden (Versuch 21, 8.72). 

Das Kathepsin wurde bei den Reinigungsvornahmen von einem braunen 
Farbstoff aus dem Rohextrakt hartnéckig begleitet, der ein dem Enzym 
analoges Adsorptionsverhalten und auch Elutionsverhalten zeigte. Das 
Kaolinadsorbat gab ihn nicht an das zum Waschen benutzte Leitfahigkeits- 
wasser, sondern erst an das alkalische Eluens ab, und zwar in starkerem 
Mabe an Ammoniaklésungen als an die Phosphatlésung. Wahrend némlich 
das zweite Phosphateluat nur noch sehr wenig braun gefarbt zu sein pflegte, 
war das zweite Ammoniakeluat stets stark gefarbt. 


c) Enzymatische Ausbeuten und erzielte Reinheitsgrade. 


In diesem Abschnitt wird die Ausbeute an Protease in den ver- 
schiedenen Fraktionen gemiB den im vorangehenden Abschnitt be- 
schriebenen Methoden quantitativ dargestellt. Auch wird durch Bezug- 
nahme der Fermentwirkung auf die ihr jeweils zugrunde liegende 
Trockensubstanz der Reinheitsgrad des Ferments gemessen. Bei allen 
Berechnungen ist die folgende Uberlegung zu beriicksichtigen: 


Der Definition der ,,Lieno-Protease-Einheit** durch Waldschmidt. 
Leitz lag die von diesem Autor gemachte Beobachtung zugrunde, 
daB bei der Proteasenbestimmung nach van Slyke steigenden Ferment- 
mengen auch eine proportionale Erhéhung der gemessenen Umsatze 
entsprach. Auf Grund dieser Beobachtung konnte sodann aus dem 
gemessenen Umsatz direkt auf die vorhandenen Fermentmengen ge- 
schlossen werden. Waldschmidt-Leitz hatte bei der Durchfiihrung 
seiner Versuche nur ungereinigte Extrakte verwendet, und es ist von 
vornherein nicht sichergestellt, ob bei fortschreitender Reinigung 
und bei Anwendung verschiedener Substrate die angegebene Beziehung 
zwischen Fermentmenge und Umsatz unverandert bleibt. Hinzu kommt, 
da8 die Untersuchung der Eluate die Einfiihrung einer anderen Methodik 
(namlich der nephelometrischen) notwendig machte. Wie nun in der 
zweiten Mitteilung gezeigt werden wird, besteht unter den neuen 
Verhaltnissen die von Waldschmidt-Leitz angegebene Beziehung keines- 
wegs mehr unverindert fort. Die dort beschriebenen Versuche zeigen 
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vielmehr eine mehr oder weniger angendherte Befolgung der 
Schiitzschen Regel. Da sich nun unter diesen wechselnden Ver. 
haltnissen tiberhaupt kein Mafstab fiir die Vergleichung der Ferment- 
wirkungen und der Reinheitsstufen finden lassen wiirde, wird im 
folgenden der Anfangsteil der Kurven, welche die Beziehung zwischen 
Fermentmenge und Umsatz darstellen, als geradlinig verlaufend aut- 
gefaBt, was besonders bei Casein, an dem allein Reinheitspriifungen 
der Protease vorgenommen wurden, bis zu einem Substratabbau von 
30 bis 40°, mit befriedigender Annaherung geschehen konnte. Auf 
diese Weise wurde, wenn auch mit einem gewissen Fehler behaftet. 
die Bestimmung des Reinheitsgrades, sowie tiberhaupt ein Vergleich 
der Fermentmengen unter variierenden Bedingungen ermédglicht; 
auch war so eine Méglichkeit gegeben, die hier erhaltenen Ergebnisse 
mit denjenigen von Waldschmidt-Leitz in Beziehung zu setzen. 


Fiir die Verteilung der Protease auf die verschiedenen Fraktionen, 
sowie fiir die hier erzielten Ausbeuten werden im folgenden einige 
Beispiele gegeben: 


Beispiel I. Der Kathepsingehalt des ungereinigten Milzauszugs IIb 
wurde in Versuch 18 zu 175 k.(e.) pro Kubikzentimeter ermittelt (ent- 
sprechend einem Zuwachs von 0,71 cem 0,2 n NH, pro 9cem des iiblichen 
van Slyke-Ansatzes). 

30 ccm dieses Extrakts, enthaltend 5250k.(e.), wurden nun mit 
insgesamt etwa 4,5g aufgeschlimmten Kaolins bei py 4 behandelt, wobei 
das Volumen auf 90ccm verdiinnt wurde. Die van Slyke-Bestimmung 
ergab nunmehr pro Kubikzentimeter Adsorptionsrestlésung einen Protease- 
gehalt von 15,8k.(e.) (entsprechend einem Zuwachs von 0,06ccm 0,2n 
NH,-Lésung pro 9 cem des van Slyke-Ansatzes bei ausgleichender Glycerin- 
hemmung). In der gesamten Restlésung von 90ccm waren demnach 
1422 k. (e.) enthalten, was 27% der urspriinglich vorhandenen Kathepsin- 
menge entspricht. Die tibrigen 73°% gleich 3828 k. (e.) waren also an 4,5 ¢ 
Kaolin gebunden worden. Der Adsorptionswert des Kaolins, d.h. die unter 
diesen Bedingungen von 1g des Adsorptionsmittels gebundene Anzali! 
Enzymeinheiten, betrug demnach 3,828 K. (e.)/4,5 g = 0,851. 


Beispiel II. Der Proteasegehalt des Rohauszuges Nr. IIT wurde in 
Versuch 8 zu 111 k.(e.) pro Kubikzentimeter gefunden. 

Aus Versuch 8 ergab sich, dab dieser Enzymgehalt einer nephelo- 
metrischen Aufspaltung von 351 mg Gelatine zu 42% gleich einem Abbau 
von 147,4 mg durch 1 cem des Extrakts entspricht. 30 cem dieses Auszuges, 
enthaltend 3330 k.(e.), wurden nun in Versuch 54 mit 4,5g Kaolin be- 
handelt und dabei auf 90 ccm’ verdiinnt. 1ccm dieser Adsorptionsrest- 
lésung spaltete, beim optimalen pq von 4,33, 46,8 mg Gelatine zu 35°, 
gleich 16,4mg. Aus Versuch 48 berechnet sich, da®B der Wirkung eine: 
k.(e.) ein nephelometrischer Abbau von 3,2 mg Gelatine zu 42° gleich 
1,34 mg entspricht. Der Abbau von 16,4mg Gelatine ist demnach die 
Leistung von 12,2k.(e.). In den 90 ccm der Restlésung waren also ins 
gesamt 1098k.(e.) gleich 33°, der urspriinglichen Proteasemenge ent- 
halten. Die restlichen 2232k. (e.) waren an die 4,5g Kaolin adsorbiert 
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worden, was einen Proteasewert des Kaolins in diesen Falle von 2,232/4,5 

0,496 ergibt. Der verschiedene Proteasebindungswert der Kaoline ist 
auf die Verwendung verschiedener Kaolinsorten zuriickzufiihren. Aus 
diesem Adsorbat konnten mittels Behandlung mit 30ccm einer 1 °,igen 
Losung von Na,HPO, 282k.(e.) gleich 8,4°% der Gesamtprotease eluiert 
werden (Versuch 56). 1 ccm des Eluats spaltete némlich 35,1 mg Gelatine 
nephelometrisch zu 36° auf, gleich einem Abbau von 12,6mg. Diese 
Leistung entspricht 9,4 k. (e.). Am Kaolin verblieben demnach schlieBlich 
1950 k. (e.) gleich 58,6°% der Proteasemenge. 

Beispiel III. Die nach der van Slyke-Methode bestimmte Kathepsin- 
menge von 111 k.(e.) oy Kubikzentimeter des Rohauszuges Nr. III ent- 
spricht nach Versuch 72 einem nephelometrischen Abbau von 360 mg des 
Caseins beim ersten Optimum von pq 3 zu 23% gleich 82,8 mg. Das Ver- 
schwinden von 0,736 mg Casein bei dieser Aziditét ist also der Wirkung 
von einer k.(e.) zuzuschreiben. 

Aus 30 ccm dieses Extrakts wurde (Versuch 37) durch Adsorption mit 
4,5g Kaolin und darauffolgende Elution des Adsorbats mit 30 ccm einer 
1°% igen Natriumphosphatlésung eine Kathepsinmenge von 162,9k.(e.) 
gleich 4,9°% der Proteasemenge des rohen Extrakts gewonnen. [1 ccm des 
ersten Eluats spaltete 12 mg Casein nephelometrisch zu 33,3°%, gleich 4 mg. 
Diese Spaltung entspricht 5,43 k. (e.).] 

Nunmehr wurden 24 ccm dieses ersten Eluats, enthaltend 130,32 k.(e.), 
mit 1,25 g Kaolin behandelt (bei py 4) und sodann das Adsorbat mit 24 cem 
der tblichen Phosphatlésung eluiert. Es wurden dabei 52,8 k. (e.) gleich 
40,5°% der im ersten Eluat vorhandenen Kathepsinmenge wiedergewonnen. 
[1 eem des zweiten Eluats spaltete 6 mg Casein zu 27° auf, gleich 1,62 mg. 
Diese Menge entspricht der Wirkung von 2,2 k. (e.).] 

Von diesem zweiten Eluat wurden wiederum 12ccm, enthaltend 
26,4 k.(e.), durch Adsorption mit 2,25 g Kaolin bei py und Elution mit 
12cem der Phosphatlésung auf ein drittes Eluat verarbeitet, in welchem 
22,44 k.(e.) gleich 85% der im zweiten Eluat enthaltenen Proteasemenge 
gefunden wurden. [1 cem des dritten Eluats spaltete nimlich 6 mg Casein 
zu 23% auf gleich 1,38 mg; diese Leistung entspricht 1,87 k. (e.).] 


Auffallend ist bei diesem Versuch die wesentliche Steigerung der 
Ausbeute bei fortschreitender Reinigung. 


In Tabelle III ist eine Ubersicht iiber die cuttin e Verteilung 
des Kathepsins zwischen Adsorbat und Restlésung (bestimmt nach 
van Slyke) gegeben. 

Die Verteilung der Protease zwischen Adsorbat, Restlésung und 
Eluat, bestimmt mittels der nephelometrischen Caseinmethodik, ist 
in Tabelle IV dargestellt. 


Es wurde ferner versucht, die mittels der beschriebenen Reinigungs- 
methode erzielte Steigerung des Reinheitsgrades quantitativ zu_be- 
stimmen. Wie auf 8. 44ff. ausgefiihrt worden ist, wurde dieser 
Berechnung das jeweilige Verhaltnis zwischen der enzymatischen 
Wirksamkeit und dem Trockenriickstand der untersuchten Ferme nt- 
lésungen zugrunde gelegt. 
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Die Bestimmung wurde in Ammoniak- und bei Phosphateluatey 
vorgenommen. Zunéchst wurde ihre Wirksamkeit gegeniiber Casein 
beim ersten Optimum von pq etwa 3 nephelometrisch gepriift und sodann 
in der beschriebenen Weise der aschefreie Trockenriickstand ermittelt. 
Die erhaltenen Resultate sind in der Tabelle V zusammengestellt (siecle 
dazu Versuche 42, 43 und 44). Die entsprechenden Werte fiir den rohen 
Milzauszug Nr. III sind dem Versuchsprotokoll III entnommen. 


Die in der Tabelle angefiihrten Kontrollbestimmungen wurden derart 
ausgefiihrt, daB als Ausgangslésung an Stelle der rohen Enzymlésung eine 
wiasserige Glycerinlésung von ungefahr gleichem Glyceringehalt diente. 
Der so erhaltene Trockenriickstand wurde als nichtenzymatischer Ballast - 
stoff betrachtet und sein Gewicht, auf aschefreie Substanz berechnet, vom 
gesamten aschefreien Trockenriickstand in Abzug gebracht. 


Es wurde auch eine orientierende, qualitativ chemische Unter- 
suchung des zweiten Phosphateluats aus dem Kaolinadsorbat des 
Rohauszuges III vorgenommen. Dazu wurde das Eluat auf etwa 
den fiinften Teil seines Volumens unter vermindertem Druck _ bei 
schwacher Erwirmung eingeengt und nach Filtration mit der braunen 
Lésung einige Reaktionen angestellt. 

Dabei waren Schwermetalle und Kohlehydrate nicht nachweisbar, 
die angestellten Eiwei8proben ergaben: einen negativen Ausfall der Biuret-, 
Schwefelblei- und der Xanthoproteinreaktion, einen schwach positiven 


Ausfall der Probe mit Sulfosalicylsiure, mit Chinidin hydrochloricum und 
mit Essigséiure + Ferrocyankalium. 


Tabelle III. 


Das Adsorptionsverhalten der Milzextrakte gegen Kaolin und Casein. 

Protease: bestimmt nach van Slyke gegen Gelatine, Peptidase: bestimmt 

nach Waldschmidt-Leitz und Schaffner gegen Leucyl-glycin. A(w.) bedeutet : 
Proteaseadsorptionswert des Adsorbens. 





Ferment- | Zahl der In der Restlisung 





anaes jee 3 Adsorbens : Protease Peptidase A(w.) a 
Nr. bezeichnung | Ads. Pu Ff, %g 
10 Norm. Ib Edelkaolin(susp.) 1 4 61 — 0,82 nein 
13 “6 Edelkaolin (fest) 2 4 34 -- 0,70 
15 7 ¥ 3.64 0 _— 0,71 » 
16 ‘s iu 8 | 4 0 0 0,71 ja 
11 - ger. Kaolin (susp.) 1 4 65,7 -- 0,72 | nein 
14 Norm. IIb Edelkaolin (fest) 2 4 35,3 — 0,79 . 
12 || ® ger. Kaolin(susp.) 1 4 887 | — | 0.28) , 
18 || ‘ i 2\4 i ie 0,85 | ja 
19 | - ‘ 2/4 24,5 | 100 0,93; , 
17 | Schnell, Ia’ a 2) 4 ee 1,45 ss 
20 || Schnell, IIa a 1 4 57 0 0,70 i 
21 | i | Casein ees os eee © So 


Anmerkung: Diejenigen Werte, welche ohne ausgleichende Glycerin- 
hemmung ermittelt wurden, diirften etwas zu hoch sein. 
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Ein Teil der eingeengten Lésung wurde ganzlich zur Trockene gebracht ; 
mit dem Riickstand wurden einige Proben auf Elementarbestandteile vor- 
genommen : 


Kohlenstoff und Stickstoff waren in gréBerer Menge, Eisen in Spuren, 
Halogene und Schwefel nicht nachweisbar. 


Die Priifung auf Phosphor war nicht méglich, da ja im Eluens Phos- 
phat enthalten war (s. dazu Versuch 46). Der Kathepsinwert des benutzten 
Fermentpraparats betrug etwa 25. 


Tabelle IV. 


Verteilung des Kathepsins zwischen Restlésung, Adsorbat und Eluat. 

Ausgangslésung: Rohauszug Nr. III. Bestimmungsmethode: Nephelo- 

metrisch gegen Casein. Behandlung: Adsorption bei pq 4 mit gereinigtem 
Kaolin. 





Menge des Kathepsins im Eluat 





Versuch Zahl der |) Rest- 


Adsorpt. || jjsung | Adsorbat) Eluat Nr Eluens Bemerkungen 

Nr. ° 0 . 0 "lo 

7i 1 80 20 a —_ 

4 | 2 70 30 — _ 

= ae 73 27 - — = 

79 6 6,2 93.8 — |— — 
75/86 2 55 40.3 4,7 I Nay HP< ), | Adsorbat gewaschen 
33 R 2 — —_ 4,7 I - ‘ ‘ 

34 R. 2 — — 5 I 5 é re 

41B 2 — —_— 5,2 I s - ‘ 

88 2 _ _ 6.6 I ” Eluat 30°/) Glycerin 
4A. 2 | « Tee? § " . 9% 

35 R 2+1 — — 144 II i Adsorbat gewaschen 
40 2+1 _ — 2,1 IT n m “ 

40 a. 2+1 — — 218 II ‘ = ‘ 

44 Q+1) — ~ fant @ " : : 

46 2+1 —_ — 2.9 II ws Adsorbat nicht gewaschen 
37 2 — _ 49 I . i . ‘ 
37 +1 as |) ee ¥ . adety 
37 +1 _— — 1,68 Ill - ‘ . . 
87 2 _— — 1.44 I n50-N Hs Adsorbat gewaschen 
36 2+1 — — 2,7 I n114-NH, ‘ ‘ 

36 +1 — — 2,5 II . ‘ ‘ 

36 —_— —_— — 05 II aa Il. Adsorbat nicht gew. 
42 2+1 _— — 3.3 II a Adsorbat gewaschen 
43 2+1+1 _- — 3 ul “ . ‘ 

35 2+1 a - 2.3 II i ‘ ‘ 

34 2 — — 2,3 I | n/150-N H, ‘ ‘ 

33B.. 2 — | — |22 | I]n/00-NH,| . . 


Anmerkung: In der Spalte ,,Zahl der Adsorptionen“‘ geben die einzelnen 
Summanden die Anzahl der mit den Rohlésungen, sodann ersten Eluaten 
und dann zweiten Eluaten vorgenommenen Adsorptionen an. Es bedeutet 
also der Ausdruck: 2+ 1, daB die Rohlésung zweimal, das erste Eluat 
dagegen nur einmal mit dem gleichen Volumen einer gereinigten Kaolin- 
suspension behandelt wurde. 
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2. Ereptase. 


Die Bestimmung des Gehalts der rohen Milzextrakte, sowie der 
Adsorptionsrestlésungen und der Eluate an Peptidase mittels der auf 
8.41 beschriebenen Methodik ergab folgende Ergebnisse: In einem 
Kubikzentimeter der ungereinigten Ausziige waren durchschnittlich 
etwa 0,01 Lieno - Erepsin- Einheiten enthalten, was der Angabe von 
Waldschmidt-Leitz und Deutsch (38) entspricht. Die im einzelnen er- 
haltenen Werte sind in Tabelle VI zusammengestellt. 


Tabelle VI. 


Ereptasegehalt der ungereinigten Milzextrakte. 





Best.- , 
Versuch _ Extrakt- Best. | “7ei; | Zuwachs | 1, -Er.-K. 
Nr. Bezeichnung Pu a oon con pro cem Bemerkunken 
6,1 | Schnell- 83 | 60 | 0,915 | 0,0152 iticidmitile die 
Auszug Ia 120 1,075 0.0090 Spaltung tiberschritten. 
8 Normal- 8,4 30 | 0,595 0,0198 
Auszug Ib 60 0,885 0,0147 
43, II Normal- 
(1) Auszug IIb 7,9 180 0,775 0,0043 Bei 37° gespalten. 
114 Normal- 
Auszug II 7,6 120 0,71 0,0059 Spaltzeit unsicher. 
123 Normal- 


Auszug III |etwa8 60 1,40 0,0230 — Vierfache Substratmenge. 


33 Schnell- 
Auszug IIa | 7,9 120 0,0083 


Zu den in Tabelle VI aufgefiihrten Versuchen wurde als Substrat 
Leucyl-glycin verwendet. Der Zuwachs ist in Kubikzentimetern 
),2n Kalilauge angegeben. 

Soweit der Peptidasegehalt der durch Kaolinadsorption gereinigten 
Ausziige bestimmt wurde, ist dies in der entsprechenden Spalte der 
Tabelle III (8. 58) angegeben worden. 


In Eluaten konnte in keinem Falle sicher Peptidase festgestellt 
werden (Versuche 19, 20, 42). 

Demnach konnte die Peptidase der Milz in Ubereinstimmung 
mit den Befunden von Waldschmidt-Leitz und Deutsch (39) zwar quanti- 
tativ an Kaolin bei pa 4 adsorbiert, jedoch im Gegensatz zu diesen 
Beobachtungen nicht wieder in wirksamer Form aus den Adsorbaten 
freigelegt werden. 
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lV. Versuchsprotokolle. 
Gruppe I. 

Ks sind im folgenden nur typische Beispiele der Versuchsprotok |le 
gegeben. Die Ergebnisse weiterer, hier nicht belegter Versuche sind 
in den Tabellen I bis LV mitgeteilt. 

Die Versuchsprotokolle 1 bis 3a zeigen die Herstellung und ie 
Eigenschaften der zu den Milzversuchen verwendeten Rindermilz. 
Glycerinausziige und OrganpreBsiafte. 


1. Rindermilz Glycerinausziige Nr. I. 


Schlachtfrische Rindermilz wurde mechanisch von Bindegewebe 
befreit und durch die Fleischmaschine getrieben. Von dem so erhaltenen 
Milzbrei wurden 750 g mit 1500cem 87°,igem Glycerin und 2,25 cem FEis- 
essig vermischt und unter 6fterem Riihren bei 37° gehalten. Nach eine: 
Stunde wurden von der etwa 2600 g wiegenden Masse 1235 g entnommen. 
Der Rest wurde noch weitere 3 Stunden, also insgesamt 4 Stunden im Brut- 
schrank belassen. 

Schnellauszug Nr. la. 

Das nach einer Stunde entnommene Extraktionsgemisch im Gewicht 
von 1238 g wurde durch Faltenfilter filtriert und nur das nach 3 Stunden 
gewonnene Filtrat von 419g verwendet. Der Rest auf dem Filter wurde 
verworfen. 

Spezifisches Gewicht: 1,15. 
Kathepsingehalt pro Kubikzentimeter: 0,213 K. (e.) (Versuch 7). 
Ereptasegehalt pro Kubikzentimeter: 0,0152 L.-Er.(e.) (Versuch 6, I) (aut 

60 Minuten Spaltung bezogen). 

Glyceringehalt (aus dem spezifischen Gewicht): etwa 60°. 


Normalauszug Nr. Ib. 

Der 1359 g wiegende Rest der Extraktionsmasse wurde nach vie! 
stiindigem Digerieren auf Faltenfilter verteilt; nach 48stiindiger Filtration 
wurden etwa 700g Filtrat erhalten. Der Riickstand auf den Filter 
wurde verworfen. 

Spezifisches Gewicht: 1,15. 

Glyceringehalt (aus dem spezifischen Gewicht): etwa 60°). 

Kathepsingehalt pro Kubikzentimeter: 0,157 K.(e.) (Versuch 9). 

Ereptasegehalt pro Kubikzentimeter: 0,0147 L.-Er.-(e.) (Versuch 8) (aut 
60 Minuten Spaltung bezogen). 


2. Rindermilz Glycerinausziige Nr. II. 


Diese Ausziige wurden in gleicher Weise wie die Ausziige Nr. I bereitet. 


Schnellauszug Nr. Ila. 

Das Extraktionsgemisch bestand aus 650 g Milzbrei, 1300 cem 87 °,igen 
Glycerins und 2 ccm Eisessig. Es wurde 1 Stunde bei 37° digeriert ; nach: 
dreistiindiger Filtration wurden 550 g Auszug gewonnen. 

Spezifisches Gewicht: 1,15. 

Glyceringehalt (aus dem spezifischen Gewicht): etwa 60%. 
Kathepsingehalt pro Kubikzentimeter: 0,120 K.(e.) (Versuch 33, C). 
Ereptasegehalt pro Kubikzentimeter: 0,0083 L.-Er.-(e.) (Versuch 33). 
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Normalauszug Nr. IIb. 

Das Extraktionsgemisch bestand aus 850 g Milzbrei, 1700 cem 87 °,igen 
Glycerins und 2,7 cem Eisessig. Es wurde 4 Stunden bei 37° digeriert und 
das nach 48stiindiger Filtrationsdauer gewonnene Filtrat verwendet. 
Menge des Auszugs: 1900 g. 

Spezifisches Gewicht: 1,15. 
clie Glyceringehalt (aus dem spezifischen Gewicht): etwa 60°). 
Kathepsingehalt pro Kubikzentimeter: 0,181 K.(e.) (Durchschnitt aus 


{ lle 


sind 


vilz- 
? Versuche 18 und 40 A), 
Ereptasegehalt pro Kubikzentimeter: 0,0043 L.-Er.-(e.) (Versuch 43, Il), 
3. Rindermilz Glycerinauszug Nr. HI. 

ebe Bereitung analog derjenigen der Normalausziige Nr. I und II. 
men Das Extraktionsgemisch, bestehend aus 1800g Milzbrei, 3600 ccm 
Eis. 87° igen Glycerins und 5,5ccm Eisessig, wurde 4 Stunden unter éfterem 
mer Riihren bei 37° gehalten und sodann auf mehrere Faltenfilter gebracht. 
en. Nach 48stiindiger Filtration wurden 3000ccm Auszug gewonnen. Der 
rus Riickstand auf den Filtern wurde verworfen. 

Spezifisches Gewicht: 1,16. 

Glyceringehalt (aus dem spezifischen Gewicht): etwa 65°). 
cht Kathepsingehalt pro Kubikzentimeter: 0,111 K.(e.) (Versuch 149). 
den Ereptasegehalt pro Kubikzentimeter: 0,0059 L.-Er.-(e.) (Versuch 114). 
rde Trockenriickstand : 

1. direkt bestimmt: ° 

. ae ere ae ee eee mee 

il ere ea eh frclia + ete een Oe oe hg i 
re AE er Se 00 ae i 
aschefreie Trockensubstanz ........ .0,0I1788¢ ,, ,, 

2. nach dem Dialysieren bestimmt: 

Hi PUNRS ce GOs Se ei ee. Ss QR ee com 
ier- MN NNN lS s 62 eed ig 55s «ew Rw 
ion demnach aschefreie, nichtdialysable Substanz . . 0,0110 g ,, _,, 
erm Fe he ae ll ee 

Ce” eS re a ae ee ee ae ee ll 
demnach aschefreie, nichtdialysable Substanz . . 0,01116¢g ,,  ,, 

c) (Hiilse) : 

aschefreie nichtdialysable Substanz. . .. . . 0,0068 g ,, ,, ? 
aul Kathepsinkonzentration : 
1. berechnet auf direkt bestimmten Trockenriickstand : 

gO er ee a ee errs © Ae 8 

b) mit Asche SSwheel ape, ahaa k.(w.) = 4,74 
et. 2. berechnet auf nach Dialysieren bestimmten Trockenriickstand : 

8 a ee ae a errr ss 10 

OE Sa Ee hae Be re ee ia 10 
= Gp es et Ge ee. te a 2 ee 289 
Crh 


Herstellung und Untersuchung eines durch Auspressen und eines durch 
Glycerinextraktion gewonnenen Milzextrakts. 


Anordnung: Eine etwa 500g wiegende Milz eines am Vortage ge- 
schlachteten Rindes wurde nach oberflachlichem Abspiilen durch die 
Fleischmaschine getrieben. 
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Von dem Organbrei wurde der Trockenriickstand bestimmt, auBerdein 
ein PreBbsaft und ein Glycerinextrakt hergestellt und diese auf proteolytisc!.. 
Wirkung untersucht. 


A. Trockenriickstand und Asche. 


4,203 g frischer Milzbrei wurden auf dem Wasserbad zur Trockne 
gebracht. 

Es verblieben 0,9424 g Trockenriickstand und nach Gliihen 0,0574 ¢ 
Aschensubstanz. 


1 g feuchte Milz enthalt: 0,224 g Trockensubstanz, und 0,0137 g Asche. 


Das entspricht: 22,4°, Trockenriickstand und 1,37°, Asche. 


B. Normalglycerinextrakt (IV). 

50 g des feuchten Milzbreies wurden mit 100g 87° igen Glycerins 
und 0,23 cem Eisessig (zu einem Gehalt von 0,15 °% an Essigséiure) vermischt. 
Das Gemisch wurde 5'/, Stunden digeriert bei 37° und 48 Stunden durch 
Faltenfilter filtriert. Es wurden so etwa 80ccm Normalauzug IV ge- 
wonnen. 

C. MilzpreBsaft. 

Etwa 60g Milzbrei wurden mit Kieselgur bis fast zur Trockne ver- 
rieben und die Paste in der Mikropresse von Kleinmann' bei etwa 150 Atm. 
Druck ausgepreBt. Es wurden 20 ccm eines klaren PreBsaftes gewonnen. 


I. Proteasebestimmung nach van Slyke im Prefsajt. 
Anfang: Leerwert 0,15ccm, Luftdruck 767mm Hg, Temperatur 20°. 
Ende: r 0,19 ,, - 767 ,, Hg, a 22°, 


Durchschnitt: 0,17 cem 


A. Spaltversuch mit Substrat. 
Ansatz: 10 ccm PreBsaft + 4cem Glycerin + 5 ccm Gelatinelésung, 8 °,ig 
+ leem n Essigsiure = 20cem; etwa 20%ig an Glycerin, 
pu (am Ende): 4,9. 
Anfang: l1eem Entnahme: 2,45ccem N, = 1,310 mg A-N. 


Ende: 1 cem Entnahme: 7,60 cem N, = 4,226 mg A-N. 24 Stunden, 37°. 


Zuwachs pro leem: 2,915 mg A-N; pro 9ccem: 9,367 cem 0,2n N Hg. 


B. Leerversuch ohne Substrat, py 4,86. 
Zuwachs pro leem: 1,463mg A-N; pro 9ccm: 4,700 cem 0,2n NHg. 
Demnach pro Kubikzentimeter PreBsaft: 2,31 K.(e.), [Temperatur- 
koeffizient; aus 1g aschefreier Trockenmilz: 3,66 K.(e.)], Temperatur- 
koeffizient. 
II. Proteasebestimmung im Glycerinextrakt IV. 

Anfang: Leerwert 0,19cem; Luftdruck 767mm Hg; Temperatur 20°; 

Entnahme 3 ccm. 
Ende: Leerwert 0,21 cem; Luftdruck 759mm Hg; Temperatur 21°; 

Entnahme 3 cern. 





1 Hergestellt durch die vereinigten Fabriken fiir Laboratoriumsbedart. 
Berlin, Scharnhorststr. 22. 
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A. Spaltversuch mit Substrat. 


insatz: 10ccm Auszug IV + 0,9 cem n Essigséure + 4,1 ccm Aqua dest. 
+ 5eem 8%ige Gelatinelésung 20cem. py 4,15. 


Zuwachs pro 3cem: 1,135 mg A-N; pro 9cem: 1,215cem n NHg. 


B. Leerversuch ohne Substrat. 
Zuwachs pro 3cem: 0,9986 mg A-N; pro 9cem: 1,069 cem 0,2n N Hg. 
Demnach pro Kubikzentimeter Auszug IV: 300k. (e.) Temperatur- 
koeffizient . 
» ae PreBsaft 1 
Verhdltnis der Ausbeuten: - k.(e.) 
Auszug 1,6 


Gruppe I. 
Die Versuche 4 bis 9 enthalten die Bestimmungen der proteolytischen 
Wirksamkeit der rohen Milzausziige gegeniiber Gelatine nach van Slyke. 
Vergleiche dazu auch die Versuche 3a, 20, 18, 19. Eine Zusammen- 
stellung der Ergebnisse ist in Tabelle I gegeben. 


Versuch 8. 
Ermittlung der proteolytischen Wirksamkeit des Normalauszuges LII 
gegen Gelatine nach van Slyke bei py 4. 


Spaltansatz: 10cem Auszug III 
0,9cem n Essigséiure 
5 » 8° ige Gelatinelésung 
4,1 ,, Aqua dest. 


20) cem Volumen 
Anfang: 3ccm Entnahme; 0,18 cem Leerwert; 753mm Luftdruck; 22°C. 


Ende: 3ccem Entnahme; 0,22 cem Leerwert; 754mm Luftdruck; 22°C. 


I. Spaltversuch. 


Nullwert: 2,30cem N, 1172mg Amino-N; nach 24Stunden 30°: 
3.05 cem 1593 mg Amino-N; Zuwachs pro 3ccem _ 0,421 mg 


Amino-N. 


Zuwachs pro 9cem Ansatz: 0,45 cem 0,2 n N Hg. 


Il. Leerbestimmung ohne Substrat. 

Nullwert: 1,85cem N, = 0,92lmg Amino-N; nach 24Stunden 30°: 
2,50 cem = 1,286mg Amino-N; Zuwachs pro 3ccem 0,365 mg 
Amino-N, 

Zuwachs pro 9ccm Ansatz: 0,389 cem 0,2n NHg. 

Zuwachs durch Gelatineabbau demnach nur 0,06cem 0,2n NH, pro 
9eem Ansatz. 

Kathepsineinheiten pro Kubikzentimeter Auszug: 0,111 k.(e.) 

Dieser Kathepsingehalt des Auszuges III wurde sodann dem Vergleich 
der Wirksamkeit der van Slyke-Methode mit der nephelometrischen 
zugrundegelegt. 
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Gruppe Ill. 


Versuche iiber das Adsorptions- und Elutionsverhalten der Milzprotease. 
Abteilung A: In den Versuchen 10 bis 21, Tabelle III, wurden versch i: 

dene Milzausziige mit verschiedenen Adsorbentien behandelt und de: 

Proteasegehalt der Adsorptionsrestlésungen nach van Slyke bestimmt. 
Beziiglich der Ergebnisse siehe auch Tabelle III. 


Versuch 11. 


Einmalige Behandlung von Normalauszug Ib mit suspendiertem, mit H (| 
gereinigtem Kaolin. Priifung der Restlésung auf Protease nach van Slyke. 
Anordnung: 30 ccm Milzauszug Ib wurden, nach dem Anséuern mit 
0,15 ccm Eisessig, mit 30ccm einer Suspension behandelt, die 2,2 g nach 
Willstatter gereinigtes Kaolin enthielt. Die durch Zentrifugieren gewonnene 
Restlésung von etwa 56ccm Volumen wurde nach van Slyke auf Protease 
geprift. 
Priifung auf Protease nach van Slyke. 
Spaltansatz: 10 ccm Restlésung + 5cem 8%ige Gelatinelésung + 5 ccm 
Aqua dest. 
Anfang: 3ccm Entnahme; Leerwert 0,15cem; Luftdruck 755mm; 
Temperatur 18,5°. 
Ende: 3cem Entnahme; Leerwert 0,13cem; Luftdruck 757mm; 
Temperatur 18°. 


1. Mit Substrat. 
Nullwert (py = 3,96): 1,12cem N, = 0,637 mg Amino-N; nach 24 Stunden 
30° (po = 4,10): 1,47cem = 0,847mg Amino-N = 0,21 mg 
Zuwachs pro 3cem Ansatz. 
Zuwachs pro 9cem Ansatz 0,225 cem 0,2 n N Hg. 


2. Ohne Substrat. 

Nullwert (pa = 3,87): 0,745cem N, = 0,424 mg Amino-N; nach 24 Stunden 
30°: 0,92 cem = 0,526mg Amino-N = 0,103 mg Zuwachs pro 
3cem Ansatz. 

Zuwachs pro 9cem Ansatz 0,11 ccm 0,2n NH,. 

Zuwachs durch Gelatinespaltung: 0,115cem 0,2n NH, pro 9ccm. 


Versuch 15. 


Dreimalige Behandlung des Normalauszuges Ib mit festem Edelkaolin. 
Priifung der Restlésung auf Protease nach van Slyke. 


Anordnung: 30cem normaler Milzauszug Ib wurden mit 0,15 ccm 
Eisessig auf py 4 gebracht und dreimal mit je 2,2 g festem Edelkaolin (fein 
geschliammt, abgenutscht und feucht verwendet) verrieben, mit jedes- 
maligem Abzentrifugieren der Restlésung. Die fast farblose Adsorptions- 
restlésung wurde nach van Slyke auf Protease gepriift. 


Priifung auf Protease nach van Slyke. 


Spaltansatz: 10cem Restlésung + 5cecem 8% ige Gelatinelésung + 5 ccm 
Aqua dest. 
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infang: 3cem Entnahme, Leerwert 0,14; Luftdruck 760mm; Tem- 
peratur 18°. 


Ende: 3cem Entnahme; Leerwert 0,16; Luftdruck 755mm; Tem- 
peratur 19°. 
1. Mit Substrat. 


Nullwert (py = 4,05); 1,875cem N,; nach 24 Stunden 30° (pq = 4,12): 
1,35cem N, = kein Zuwachs. 


2. Ohne Substrat. 
Nullwert (pq = 3,98): 0,98cem N, = 0,563 mg Amino-N; nach 24 Stunden 
30°: 1,06cem = 0,602mg Amino-N; kein sicherer Zuwachs 
(0,039 mg). 
In der Restlésung war demnach bei Anwendung der van Slyke-Methode 
keine proteolytische Wirkung mehr nachweisbar. 


Versuch 18. 


Zweimalige Adsorption des Normalauszuges Ilb mit gereinigtem Kaolin, 

Elution mit NagH PO,-Lésung. Untersuchung des ungereinigten Auszuges, 

der Restlésung und des Eluats auf Protease nach van Slyke und des Eluats 
nephelometrisch gegen Casein. 


Anordnung: 30 ccm Auszug IIb wurden bei py 4 zweimal mit je 30 ccm 
der Suspension gereinigten Kaolins unter jedesmaligem Zentrifugieren 
behandelt. Die vereinigten Adsorbate wurden mit 30 ccm 1 °,iger Na,H P O,- 
Lésung eluiert. 


A. Proteasegehalt des Auszuges I11b nach van Slyke. 

Ansatz: l0cem Auszug Ilb + Scem 5%ige Gelatinelésung + 0,9 ccm 
n Essigsféure + 4,1 cem Aqua dest. (Glycerinkonzentration etwa 
25° ) 

@ /OT* 
Anfang: Leerwert 0,17 ccm; Luftdruck 760mm; Temperatur 23,5°. 
Ende: Leerwert 0,18 cem; Luftdruck 767mm; Temperatur 24°. 
Je 3ccm zur Bestimmung entnommen. py etwa 4. 
Nullwert: 2,5cem N, = 1,397mg Amino-N; nach 22 Stunden 30°: 3,57 cem 
2,004 mg Amino-N = 0,607 mg Zuwachs pro 3 ccm’ Ansatz. 


Zuwachs in 24 Stunden (berechnet) pro 9 com Ansatz: 0,709 cem 0,2 n N Hg. 
Auszug enthalt demnach pro Kubikzentimeter: 175 k. (e.). 


B. Proteasegehalt der Restlésung. 
Volumen etwa 90 ccm. 
Ansatz: l10ccm Restlésung + 5cem Gelatinelésung + 3cem Glycerin 
+ 2ceem H,O (Glycerinkonzentration etwa 25°,). 
Je 4ccem zur Bestimmung entnommen. py = 4,19. 


Nullwert: 1,46 ccm N, = 0,816 mg Amino-N ; nach 22 Stunden 30°: 1,57 cem 
N, = 0,890 mg Amino-N = 0,073 mg Zuwachs pro 1 ccm Ansatz. 


Zuwachs pro 9 ccm Ansatz fiir 24 Stunden (berechnet) 0,064 ccm 0,2n N Hg. 
Restlésung enthalt noch 27°, der urspriinglichen Proteasemenge. 
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C. Untersuchung des Eluats. 
1. Priifung auf Protease nach van Slyke. 
Spaltansatz: 10cem Eluat + 4,5cem Glycerin + 5cem  CGelatinelésu 
- 0,lcem Eisessig + 0,4cem Aqua dest. (25°, Glycerin). 
Je 4cecm zur Bestimmung entnommen. px 4,14. 
Nullwert: 0,88 cem N,; nach 22 Stunden 30°: 1,19 ccm. 
Da das Adsorbat vor der Elution nicht gewaschen wurde, ist der Zuwac!\s 


nicht beweisend fiir die Elution von mit dieser Methodik noch nac 
weisbaren Proteasemengen. 


2. Nephelometrische Priifung gegen Casein. 
a) Spaltung bei py 3,08. 
Beobachteter Substratabbau. .......... . 40% 


b) Spaltung bei py 7,85. 
OI oe ieee ig le ws  o OM 


Versuch 19. 
Zweimalige Behandlung des Normalauszuges [lb mit Kaolinsuspension 
Elution des Adsorbats mit Phosphatlésung. Priifung der Rohlésung, de: 
Restlésung und des Eluats auf Protease nach van Slyke und auf Ereptase 
gehalt, sowie des Eluats nephelometrisch gegen Casein. 

Behandlung: 120cem Normalauszug I[b wurden bei py 4 (0,6 cen 
EKisessig) zweimal hintereinander unter jedesmaligem Zentrifugieren mit 
je 120 cem gereinigter Kaolinsuspension behandelt. Die vereinigter 
Adsorbate wurden mit 120 cem 1 °,iger Na,H PO,-Lésung eluiert und dure} 
Abzentrifugieren etwa 120 cem Eluat gewonnen. 


l. Priifung auf Protease nach van Slyke. 
Anfang: Leerwert 0,20 cem; Durchschnitt 0,19 cem; Luftdruck 760 mm; 
Temperatur 21°, 
Ende: Leerwert 0,18 cem; Durchschnitt 0,19 cem; Luftdruck 759 mn 
Temperatur 22°. 


a) Ungereinigter Auszug IIb. 
Ansaiz: l0cem Auszug Ilb + 5cem 8° ige Gelatinelésung + 0,9 cen 
n Essigsiure + 4,1 cem Aqua dest. Je 3ccm entnommen. 
1. Spaltversuch bei py 4,32. 
Nullwert: 2,2cem N,; nach 24 Stunden 37°: 4,3cem; Zuwachs pro 3 cen 
Ansatz: 1,289mg Amino-N. 
Zuwachs pro 9cem Ansatz: 1,380 cem 0,2n N Hg. 
2. Kontrolle mit abgekochtem Ferment bei py 4,16. 
Nullwert: 2,3cem N,; nach 24Stunden 37°: 2,4cem; kein Zuwachs. 


3. Leerbestimmung ohne Substrat. 
Nullwert: 1,95 cem N,; nach 24 Stunden 37°: 3,1 cem; Zuwachs pro 3 cen 
0,636 mg Amino-N. 
Zuwachs pro 9cem Ansatz: 0,681 cem 0,2n N Hg. 
Demnach Zuwachs durch Gelatinespaltung: 0,699ccem 0,2n NHI, 
pro 9cem Ansatz. 
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b) Restlésung. 


nsatz: lO0cem Restlésung + 3cem Glycerin + 5cem  Gelatinelésung 
2cem Aqua dest. Je 4cem zur Analyse entnommen. 


1. Spaltversuch bei py 4,33. 


vullwert: 1,45 cem N,; nach 24 Stunden 37°: 1,65c¢cem; Zuwachs: 0,188 mg 


Amino-N pro 3ccem Ansatz. 


Zuwachs pro 9ccem Ansatz: 0,116 cem 0,2n NHg. 


< 


i 


ro 
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2. Kontrolle mit abgekochtem Ferment bei py 4,33. 

ullwert: 1,4cem N,; nach 24 Stunden 37°: 1,4cem; kein Zuwachs. 
3. Leerbestimmung ohne Gelatine bei py 4,15. 

ullwert: 1,1 com N,; nach 24 Stunden 37°: 1,07 cem; kein Zuwachs. 
Restlésung enthalt 24,5°, der Proteasemenge der Rohlésung. 


c) Eluat. 


insatz: l0cem Eluat + 5cem CGelatinelésung + 4,5cem Glycerin 


0,lecem Eisessig + 0,4ccm Aqua dest. Je 4ccm entnommen. 


1. Spaltversuch bei py 4,01. 
ullwert: 1,00 com N,; nach 24 Stunden 37°: 1,05 cem; kein Zuwachs. 


2. Kontrolle mit abgekochtem Ferment bei py 4,01. 
ullwert: 0,88 cem N,; nach 24 Stunden 37°: 0,87 cem; kein Zuwachs. 


3. Leerbestimmung bei py 4,06. 


Nullwert: 0,48 cem N,; nach 24 Stunden 37°: 0,50 cem; kein Zuwachs. 


Kluat enthalt keine nach van Slyke noch nachweisbare Protease. 


2. Bestimmung der Ereptase nach Waldschmidt -Leitz. 


a) Rohauszug IIb. 


Spaltansatz: 10eem Leucyl-glycin-Puffergemisch + 4cem Auszug + 4cem 


Glycerin + leem n NH, leem H,O (Glycerinkonzentration 
25%). 


Spaltversuch bei py 7,91. 


Nullwert: 12,12 cem 0,2n KOH; nach 3 Stunden 37°: 15,27 ¢em 0,2 n 


KOH; Zuwachs: 3,l ecm 0,2n KOH. 
Der Rohauszug enthalt 0,0043 L.-Er.-(e.) pro Kubikzentimeter. 
Kontrolle mit abgekochtem Ferment bei py etwa 7,9. 


Nullwert: 11,67c¢cem 0,2n KOH; nach 3 Stunden 37°: 11,66ccem 0,2n 


Ss 


\ 


KOH; kein Zuwachs. 


b) Restlésung. 
paltansatz: 10 cem Leucyl-glycin-Puffergemisch + 4ccm Restlésung 
4,6cem Glycerin + 1,4ceem n NH, (Glycerinkonzentration 
etwa 25%). 


paltversuch bei py 8,02. 
Nullwert: 11,27cem 0,2n KOH; nach 3 Stunden 37°: 12,66cem 0,2n 
KOH; Zuwachs: 1,40 cem 0,2n KOH. 
Die Restlésung enthalt demnach noch die gesamte urspriinglich vor- 
andene Ereptasemenge. 
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Kontrolle. 


Nullwert: 11,37 cem 0,2n KOH; nach 3 Stunden 37°: 11,34cem 0,2: 
KOH; kein Zuwachs. 


c) Eluat. 
Spaltansatz: 10 ccm Leucyl-glycin-Puffergemisch + 4cem Eluat + 5 ccm 
Glycerin + leem n NH, (Glycerinkonzentration etwa 25%). 
Nullwert: 10,66cem 0,2n KOH; nach 3 Stunden 37°: 10,73 cem 0,2 n 
KOH; kein deutlicher Zuwachs. 
Das Eluat ist demnach frei von nach dieser Methode bestimmbare: 
Ereptase. 


3. Nephelometrische Priifung des Eluats gegen Casein 
als Substrat. 
Es wurde im iiblichen nephelometrischen Ansatz mit Casein als Substrat 
22 Stunden bei 37° gespalten. 


a) Spaltung bei py 3,38. 
1. Spaltversuch : 


Beobachtete Aufspaltung des Substrats ..... . 45% 
2. Kontrolle mit abgekochtem Ferment: 
NE sg ee ie ice as we a 6 ee we oe es OY 


b) Spaltung bei py 7,84. 
1. Spaliversuch: 


Beobachtete Substratspaltung. .......... 51% 
2. Kontrolle: 
SUI Ss ta Giitg i ere cee eee me ae ew in a 3s BOSGRAD 


Aus der starken Aufspaltung auch bei pa 8 geht hervor, daB die 
Fermentkonzentration im Spaltansatz zu hoch war. Das gewonnene 
Eluat, welches nach van Slyke proteasefrei erschien, spaltete also unter 
den gewahlten Bedingungen Casein nephelometrisch noch sehr stark auf! 


4.(3R.) Restlésung gegen Casein nephelometrisch. 
24 Stunden bei 37° gespalten. Restlésung unverdiinnt zum Ansatz gegeben. 


a) Spaltung bei py 2,95. 
1. Spaltversuch : 


Beobachtete Aufspaltung ............ . 49% 
2. Kontrolle: 
NR 66 eee ws oe es ene’ oo OY 


b) Spaltung bei px 7,47. 


1. Spaltversuch : 

pS Ear ee Cee ae ot eee eee ee ee 
2. Kontrolle: 

Spaltung (infolge ungeniigender Inaktivierung) . . . 25% 
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Dies Ergebnis zeigt, daB die Menge der zugesetzten Protease 
im Verhaltnis zum vorhandenen Substrat zu groB war, so daB das 
erment noch beim nichtoptimalen py von 8 eine starke Aufspaltung 
des Substrats bewirkte. 


Versuch 20. 


Kinmalige Behandlung des Schnellauszuges Ila mit gereinigter Kaolin- 

suspension. Adsorbat eluiert mit Phosphatlésung. Untersuchung des un- 

gereinigten Auszuges, der Restlésung und des Eluats auf Protease nach 
van Slyke und auf Ereptase. 


Anordnung: 30ccm Schnellauszug Ila wurden bei pq 4 (0,15 ccm 
Kisessig) mit 30cem einer Suspension gereinigten Kaolins, enthaltend 
2,2 g Kaolin, vermischt. Das Adsorbat wurde nach dem Abzentrifugieren, 
wobei gleichzeitig etwa 55ccm Restlésung gewonnen wurden, mit 30 ccm 
einer 1%igen Na,HPO,-Lésung (30%ig an Glycerin) behandelt. Durch 
Zentrifugieren wurden etwa 30 ccm Eluat erhalten. f 


| 


A. Restlésung. 


l. Proteasegehalt nach van Slyke. 
Ansatz (po = 4,06): 10cem Restlésung + 5cem 8°%ige Gelatinelésung 
+ 2cem Glycerin + 3cem Aqua dest. Glycerinkonzentration 
etwa 25%. 
Anfang: 4ccem Entnahme; Leerwert 0,17cem; Luftdruck 763mm; 
Temperatur 21°. 


Ende: 4cem Entnahme; Leerwert 0,10ccem; Luftdruck 760mm; 
Temperatur 23°. (Als durchschnittlicher Leerwert 0,15 cem 
genommen.) 


Nullwert: 1,00cem N, = 0,5685mg Amino-N; nach 2 Stunden bei 30°: 
1,37 cem = 0,768 mg Amino-N = 0,199mg Zuwachs pro 3 ccm 
Ansatz. 

Zuwachs pro 9ccm Ansatz 0,16ccem 0,2n NHg. 


2. Ereptasegehalt. 

Ansatz (py = 8,06): 5cem Leucyl-glycin-Puffer + 2ccm Restlésung 
+ 2,5cem Glycerin + 0,8cem n NH, (Glycerinkonzentration 
etwa 30°). 

Nullwert: 6,375 cem 0,2n KOH; nach 2 Stunden 30°: 6,25 cem 0,2 n KOH; 
kein Zuwachs. 


B. Eluat. 


1. Proteasegehalt nach van Slyke. 


Ansatz (po = 4,23): 10cem Eluat + 5 cem 8%ige Gelatinelésung 
+ 2cem Glycerin + 1,5cem n Essigséure + 1,5 cem Aqua dest., 
Giycerinkonzentration etwa 25%. 


Nullwert: 0,62 ccm H,; nach 2 Stunden 30°: 0,67 cem; kein Zuwachs. 
Eluat nach van Slyke proteasefrei. 
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2. Ereptasegehalt. 
Ansatz (po = 7,8): 5cem Leucyl-glycin-Puffer + 2cem Eluat + 2,5 « 
Glycerin + 0,5cem n NH, (Glycerinkonzentration etwa 30‘ 
Nullwert: 5,95cem 0,2n KOH-Faktor; nach 2 Stunden 30°: 6,10 c 
0.2n KOH; Zuwachs etwa 0,15cem 0,2n KOH. 


Der beobachtete Zuwachs liegt innerhalb der Fehlergrenze. 


C. Ungereinigter Auszug Ila. 
; l. Proteasegehalt nach van Slyke. 

Spaltansatz (py 4,15): 10cem Auszug Ila + 5cem 8°%ige Gelatin 
lésung + 0,9cem n Essigsiure + 4,1 cem Aqua dest., (Glycerin 
konzentration etwa 30°,). 

Anfang: 3ccm Entnahme; Leerwert 0,14cem; Luftdruck 763 mm; 
Temperatur 21°. 

Ende: 3cem Entnahme; Leerwert 0,14cem; Luftdruck 760 mm; 
Temperatur 23°. 

Nullwert: 1,26cem N, = 0,716mg Amino-N; nach 23 Stunden 30°: 
2,08 com 1,166 mg Amino-N = 0,449 mg Zuwachs pro 3 ccm 
Ansatz. 

Zuwachs pro 9 cem: 0,487 com 0,2n NHg. 


2. Ereptasegeh alt. 


Spaltansatz (py 7,86): 5 cem Leucyl-glycin-Puffer + 2 cem Auszug 
2cem Glycerin + 0,5cem n NH, + 0,5cem Aqua dest 


(Glycerinkonzentration etwa 30°). 
Nullwert: 6,25cem 0,2n KOH. Faktor; nach 2 Stunden 30°: 8,28 cem 0,2 1 
KOH; Zuwachs 2,03 ccm 0,2n KOH. 
Auszug enthalt demnach 0,0083 L.-Er.-(e.) pro Kubikzentimeter. 


Versuch 21. 

Erzeugung eines Caseinniederschlags im Schnellauzug Ila. Untersuchung 

der Restlésung und des Niederschlags auf proteolytische Wirkung. 
Anordnung: 30cem Schnellauszug Ila wurden mit 2,5ccm eine! 
a| 12 °,igen Caseinlésung in Natronlauge vermischt und unter Riihren 0,75 ccm 
30 °,ige Essigsiure zugegeben. Sodann wurde auf 90 ccm mit Aqua dest 
: aufgefiillt und die Restlésung vom Caseinniederschlag abgesaugt. Diese: 
wurde mit Aqua dest. gewaschen und im Vakuum tiber H,SO, getrocknet. 





A. Restlésung. 
Bestimmung der Protease nach van Slyke. 


Ansatz (pu = 4,06): 10ccm Restlésung + 5cem 8°%ige Gelatinelésung 
+ 3cem Glycerin + 2cem Aqua dest. (Glycerinkonzentration 
etwa 25°). 


ee 


Anfang: 4ccm Entnahme; Leerwert 0,15cem; Luftdruck 763 mm: 
Temperatur 23°. 


Ende: 4cem Entnahme; Leerwert 0,17 cem; Luftdruck 760 mm; 
Temperatur 24°. 
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Vullwert: 1,035cem Ny, 0.572 mg Amino-N; nach 24 Stungen 32°: 
1,29 com 0,72 mg Amino-N 0,148 mg Zuwachs pro 4ccem 
Ansatz. 
Zuwachs pro 9cem : 0,119cem 0,2n NH,. Pro Kubikzentimeter Rest- 
lésung 29,3 k.(e.). 
B. Eluat. 
Nephelometrische Bestimmung. 

Der Casein-N (0,3 g) wurde mit 5cem Aqua dest. und 6,1 cem n/2 
Na-Acetatlésung verrieben, auf 120,5cem mit Aqua dest. aufgefiillt, 
zentrifugiert und filtriert. Gehalt an Casein ca. 0,25°,%. 

Spaltansatz (py 2,88): 1l2cem der vorstehenden Lésung + 15 cem 
Lactatpuffer + 13cem Aqua dest. = 40ccem. py 3,5. 
Nullabnahme: 5 cem, abgekocht. 
Endabnahme: nach 24 Stunden bei 37°: 55 cem; abgekocht. 
Analyse: 5cem Abnahme + 5cem H,O + 5cem Phosphatpuffer, px 8, 
7,5cem Chinidinlésung. 
Resultat: Endabnahme etwa 17mm; Nullabnahme 20mm. Keine Spaltung. 


Abteilung B: In den folgenden Versuchen 22 bis 41 wird das Adsorp- 
tions- und Elutionsverhalten der Milzprotease auf nephelometrischem Wege 
untersucht. 

Beziiglich der Ergebnisse siehe auch Tabellen I] und TV im allgemeinen 
reil. 

Versuch 24. 

Einmalige Adsorption von Dauerauszug Ilb mit gereinigter Kaolinsuspen- 
sion. Elution mit Na,H PO,-Lésung. Priifung des Eluats nephelometrisch 
gegen Casein bei py 3 und 8. 

Anordnung: 30cem Auszug Ilb wurden mit Aqua dest. auf 60 cem 
verdiinnt und bei py 4 (0,15 ¢eem Eisessig) mit 30 ccm gereinigter Kaolin- 
suspension (2,2 g Kaolin) behandelt. Das durch Zentrifugieren gewonnene 
Adsorbat wurde ohne Waschen mit 30 ccm einer 1°, igen Na,H PO,-Lésung 
eluiert. 

Nephelometrische Bestimmung. 

Eluat im iiblichen nephelometrischen Ansatz gegen Casein 22 Stunden 
bei 37°. 

1. Spaltversuch. 
ee rer dy 
va oe Oe Me ty. 6 oe oe eg x 8S 8 


2. Kontrolle mit abgekochtem Eluat. 
Spaltung bei pq etwa 3 og he se wk ee 
ba »> PH et RS ae es ee aw Shee 3655 
3. Spaltung mit Glycerinzusatz. 


Spaltansatz enthalt gleiche Glycerinkonzentration, als ob er mit un- 
gereinigtem Auszug !: 3 verdiinnt angesetzt ware. 


Spaltung bei py etwa 3 ........ =.=. etwa 15% 
ni > PH ve Bie sa 6 “eee 1 De i 11% 
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Die Spaltung war demnach am starksten bei py etwa 3 und 
Glycerinfreiheit des Ansatzes! 


Versuch 27. 

Priifung der von Kaolin sorbierten Protease ‘auf Bestandigkeit. 

Anordnung: 30 ccm Normalauszug I[b wurden bei pq 4 zweimal mi: 
je 30cem gereinigter Kaolinsuspension behandelt. Von den vereinigte: 
Absorbaten wurde die eine Hialfte sofort mit 25cem 1%iger Na,HPO, 
Lésung eluiert und das Eluat auf seine Wirkung gegen Casein nephelo 
metrisch gepriift. Die zweite Halfte wurde 24 Stunden im Kihlschrank 
aufbewahrt und sodann ebenso wie die erste Halfte behandelt. 


A. Sofort eluiert. 
Eluat nephelometrisch gegen Casein. 
a) bei pa etwa 3: 1. Spaltung ...... . 40% 
2. Kontrolle . ... . . . keine Spaltung 
b) bei pq etwa 8: 1. Spaltung. ....... 11% 
2. Kontrolle .... . . . keine Spaltung 


B. Nach 24 Stunden eluiert. 
Eluat ebenfalls nephelometrisch gegen Casein. 


a) bei pa etwa 3: 1. Spaltung ...... . 39% 

. Kontrolle . . . . . . . keinesichere Spaltung 
‘SO 0 er eee et 

. Kontrolle . . .. . . . keine Spaltung 


b) bei pa etwa 8: 


tom bo 


Die Wirksamkeit der adsorbierten Protease war demnach nach 
24 Stunden noch unverandert groB geblieben! 


Versuch 28, 
Einmalige Adsorption des Auszuges IIb mit Kaolin. Vergleich der Wirkung 


von Elution mit Phosphatlésung aus dem ungewaschenen und dem vorhe! 
gewaschenen Adsorbat gegen Casein, nephelometrisch. 


1. Adsorbat vor Elution gewaschen. 

30 cem Auszug ILb wurden mit 30 ccm Kaolinsuspension bei pq 4 be- 
handelt und das durch Zentrifugieren gewonnene Adsorbat mit 15 ccm 
Leitfahigkeitswasser geschiittelt, abzentrifugiert und nunmehr mit 15 ccm 
1%iger Na,HPO,-Lésung eluiert. Das Eluat wurde wie iiblich nephelo- 
metrisch gegen Casein 26 Stunden bei 37° wirken gelassen. 

ere niet CONG Bs a ws ee Se BY 
” ” Pu ” 8 oe ee Se & we aS Se 18% 


2. Adsorbat ungewaschen eluiert. 
Adsorbat, wie in 1. gewonnen, direkt mit 15cem Phosphatlésung 
eluiert. Spaltung 26 Stunden bei 37°. 
meee Der eeietws OS. kt wt ee te BY 
% SV) gal WE 6 ef ecg wos + ee eo RR Ee 
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Das durch direkte Behandlung des Adsorbats gewonnene Eluat 
spaltete demnach Casein bei pg 3 etwa 35°), starker als das aus dem 
gewaschenen Adsorbat erhaltene Eluat. 


Versuch 29. 
Viermalige Behandlung des Normalauszuges [1b mit gereinigtem Kaolin. 
Vereinigte Adsorbate zuerst mit primérer Kaliumphosphatlésung und 
darauf mit sekundérer Natriumphosphatlésung eluiert. Nephelometrische 
Priifung der Restlésung und der Eluate gegen Casein bei py 3 und 8. 


Anordnung: 30 ccm Normalauszug Ilb wurden bei pg 4 zunichst mit 
zweimal 2,2 g¢ festen, gereinigten Kaolins voradsorbiert. Die Restlésung 
wurde unter jedesmaligem Zentrifugieren mit zweimal je 30cem_ der 
Suspension gereinigten Kaolins behandelt. Die vereinigten Adsorbate 
wurden mit Leitfahigkeitswasser gewaschen und nach Zentrifugieren mit 
30cem einer 1 %igen KH,PO,-Lésung eluiert. Das saure Eluat wurde 
durch die Zentrifuge vom Adsorbat getrennt und dieses nach Vvorherigem 
Waschen mit Leitfahigkeitswasser sodann mit 30ccm einer’ 1 igen 
Na,HPO,-Lésung eluiert. 


Nephelometrische Bestimmung (an Casein). 


1. der nicht weiter verdiinnten Restlésung. 


a) bei py 3,6: 1. Speltwersuch . . . . 2... 2 5 ss « 87,38% 
Se AS OO TR AS ee OO 
me) Wet Sa Tee: 1. Cee ct tw lw te RY 
i I, 4 0). Sy me oe ve es, 


2. des ersten Eluats mit primdrem Phosphat. 


a) bei pe 3,86: 1. Spaltversuch........... . 33,9% 
i Cera ye BGs aa 6 te 
>) DOl te 9,08: TL ee cS ee OR 


RS Ee ae re 


3. des zweiten Eluats mit sekunddrer Na,H PO,-Lésung. 


@) bei pa 3,24: 1. Spaltverauch ........... =. 40,7% 
ee ee 

ee, Sb Tues. Os ONIN 5 5s: 5 ocd olive we 0 x eo TH 
ES ee a ee eee eee, 


Versuch 32. 


Priifung, ob die Elutionsausbeute von der Dauer der Elution abhangig ist. 


Anordnung: 10 cem Normalauszug III wurden mit 0,05cem Eisessig 
auf pa 4 gebracht und unter jedesmaligem Zentrifugieren zweimal mit je 
10 cem einer Suspension behandelt, die pro Kubikzentimeter etwa 70 mg 
des selbstgereinigten Kaolins II enthielt. Die vereinigten Adsorbate wurden 
mit 20cem einer 0,5%igen Na,HPO,-Lésung verriihrt und nach Zentri- 
fugieren 6cem des Eluats entnommen. Eluat I. Die restliche Mischung 
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wurde unter 6fterem Schiitteln und Kiihlung mit flieBendem Wass 
50 Minuten stehengelassen und sodann zentrifugiert. Hluat IJ. Von «i 
erhaltenen 14cem des zweiten Eluats wurden 7ccm abgekocht fiir di: 
Vornahme einer Kontrolle. Diese drei Lésungen wurden nunmehr in der 
iiblichen Anordnung auf ihre Wirksamkeit gegen Casein nephelometrisc| 
bei py etwa 3 gepriift. 


Nephelometrische Bestimmung. 


22 Stunden bei 37°. 


Erstes Eluat: py des Spaltansatzes 3,46 (2,7 cem n-Essigséiure). Elutions- 


dauer: etwa 3 Minuten. Spaltung: etwa 40°,. 


Zweites Eluat: py des Spaltansatzes 3,46 (2,7 ccm n-Essigséiure). Elutions- 


dauer: etwa 53 Minuten. Spaltung: etwa 43,5°,. 
Kontrolle : pa des Ansatzes 3,43. Spaltung: 0°. 


Unter den Versuchsbedingungen war also die Elutionsausbeute 


nur unwesentlich von der Elutionsdauer abhangig! 


Versuch 36. 
Elution des Kaolinadsorbats aus Normalauszug IIT mit n/114 NH,-Lésung. 
Priifung gegen Casein auf nephelometrischem Wege. 

Anordnung: 30cem Normalauszug III wurden mit 0,15 cem Eisessig 
auf py 4 gebracht und unter jedesmaligem Zentrifugieren zweimal mit }« 
30cem der gereinigten Kaolinsuspension behandelt. Die vereinigten 
Adsorbate wurden mit 20 ccm Leitfahigkeitswasser gewaschen und nach: 
Zentrifugieren 20 Minuten mit 30cem einer n/114 NH,-Lésung eluiert 
Von dem derart gewonnenen ersten Eluat wurden 10 cem zur Priifung aut 
die proteolytische Wirksamkeit gegen Casein verwandt, die restlichen 
20 cem wurden mit 0,1 cem Eisessig angesiuert und mit 20 cem der Kaolin 
suspension vermischt. Die eine Halfte des Adsorbats (Eluat A) wurde 
direkt mit 10 eem des Eluens behandelt, die zweite Halfte (Eluat B) jedoch 
wurde zuerst mit l0cem Leitfahigkeitswasser gewaschen und = dann 
20 Minuten mit 10 cem der n/114 N H,-Lésung eluiert. 


Nephelometrische Bestimmung 


an Casein im itiblichen Ansatz 24 Stunden bei 37°. 


Erstes Eluat (py etwa 7,6). 


eek ee I ok ee ee ee a ee es OS 

as OPO SN BPO aes Se Ss ORS 
Zweites Eluat. A (ohne Waschen). px 5,47. 

Ree: ie ee I eS SS gate ete s « 2 GBF 

0 SS SS a as ee | 
B. (gewaschen). py 8,92. 
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Die geringe Elutionsausbeute mit dem ungewaschenen Adsorbat 
ist darauf zuriickzufiihren, daB die Mischung sauer wurde! 
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Versuch 37. 
ewinnung eines ersten, zweiten und dritten Eluats aus Normalauszug III. 
Priifung der nephelometrischen Wirksamkeit gegen Casein. 

Anordnung: 30cem Normalauszug III wurden mit 0,15 cem Fisessig 
iil po 4 gebracht und mit 30ccem der Suspension gereinigten Kaolins 
vermischt. Die durch Zentrifugieren gewonnene Restlésung wurde wiederum 
mit Kaolin behandelt und die vereinigten Adsorbate mit 30cem einer 
1°,igen NagHPO,-Lésung eluiert: Eluat J. 

Von diesem ersten Eluat wurden zur Priifung 6ccm entnommen und 
zur Spaltung auf das Doppelte verdiinnt. Die restlichen 24cem wurden 
mit O,leem Eisessig angesiuert und mit 24cem der Kaolinsuspension 
behandelt. Das gewonnene Adsorbat wurde mit 24ccem einer 1°, igen 
Na,H PO,-Lésung eluiert: EHluat IJ. 

Von diesem zweiten Eluat wurden nunmehr 12 cem entnommen und 
unverdinnt zur Spaltung angesetzt. Die restlichen 12 cem wurden mit 
0,.05cem Eisessig angesiuert und mit 12cem der Kaolinsuspension be- 
handelt. Das Adsorbat wurde mit 12 cem des gleichen Eluens wie die 
vorigen Adsorbate eluiert: Eluat III. Dieses wurde unverdiinnt zum 
Spaltversuch verwendet. 


Nephelometrische Bestimmung 
gegen Casein 22 Stunden 37° (2,7 ccm n Essigséure). 
Eluat I (doppelt verdiinnt). 


Pu ee, MEE gs ce je es ol 6 ae, fe > ee te 
eS ae ake ee ee ey ee 5 RS 


Eluat IT (unverdiinnt ). 


PH a A ee ee eee: <i 
a teas sto We tet iat » RE 

Eluat ITT (unverdiinnt ). 
Te, a a er «hy A 
ES OSE SS eS ee er, 


Versuch 38, 


Gewinnung eines zweiten Eluats aus Normalauszug IIb. Priifung gegen 
Casein nephelometrisch bei py 3 und 8. 


Anordnung: 30cem Normalauszug IIb wurden bei py 4 (0,15 cem 
Kisessig) mit 30cem der Suspension gereinigten Kaolins behandelt. Das 
Adsorbat wurde mit 30cem 1° iger Na,H PO,-Lésung eluiert. Dieses 
erste Eluat wurde mit 0,15cem Eisessig angesiuert und mit 30cem Kaolin- 
suspension versetzt. Das Adsorbat wurde nunmehr mit 15 ccm der Phosphat - 
lésung behandelt und das durch Abzentrifugieren gewonnene zweite Eluat 
auf seine Wirksamkeit gegen Casein bei py 3 und 8 untersucht. 22 Stunden 
bei 37° gespalten. 

1. Spaltung bei py 3,22. 


Spaltansatz: 12cem 0,25°,iger Caseinlésung + 15cem Lactatpuffer 
(32/1) + 19cem Aqua dest. 46cem. Entnommen i0cem, davon je 
4.5cem in Nullabnahmen. Rest: 36cem + 4cem unverdiinnten Eluats 

40 cem. 


Se 
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Analyse: 5ccm Abnahme (bzw. 4,5 cem Nullabnahme + 0,5 cem Elua: ) 
+ 5ecm Phosphatpuffer, py 8, + 5cem n/100 NaOH + 7,5cem Chinidi 
lésung = 22,5 ccm. 

Gefundene Aufspaltung: 50%. 

2. Spaltung bei py 7,82. 

Spaltansatz: 12cem Caseinlésung + 15cem Phosphatpuffer, py 6, 
+ 19cem Aqua dest. — 10 cem, davon je 4,5 cem in Nullabnahmen. Rest ; 
36 cem + 4cem Eluat = 40 ccm. 

Analyse: 5cem Abnahme (bzw. 4,5cem Nullabnahme + 0,5 ccm 
Eluat) + 5cem Aqua dest. + 5ccm Phosphatpuffer, py 7,8 + 7,5 ecm 
Chinidinlésung. 

Gefundene Aufspaltung: 41°. 


Abteilung C: Die Versuchsprotokolle 42 bis 46 enthalten die Be- 
stimmungen des Reinheitsgrades der Milzprotease in verschiedenen Eluaten. 
Siehe dazu auch die Tabelle V. 


Versuch 42. 
Bestimmung des Reinheitsgrades der Protease im zweiten Eluat mit n/114 
NH,-Lésung. 

Anordnung: 500 ccm Normalauszug III wurden mit 2,5ccem Eisessig 
auf py 4 gebracht und mit 500 ccm der gereinigten Kaolinsuspension, ent - 
haltend 37g Kaolin, vermischt. Nach Abzentrifugieren vom Adsorbat 
wurde die Restlésung wiederum mit 500 ccm der Kaolinsuspension versetzt 
und abzentrifugiert. Die vereinigten Adsorbate wurden mit 500 ccm Leit- 
fahigkeitswasser gewaschen und nach Zentrifugieren 20 Minuten lang mit 
500 cem einer n/114 NH,-Lésung eluiert. Das durch Zentrifugieren er- 
haltene Eluat I wurde wiederum mit 2,5 ccm Eisessig angeséuert und mit 
500 cem der Kaolinsuspension versetzt. Nach Zentrifugieren wurde das 
Adsorbat mit 300ccem Leitfahigkeitswasser gewaschen und _ sodann 
20 Minuten mit 500 ccm der n/114 NH,-Lésung eluiert. Das durch Ab- 
zentrifugieren gewonnene Eluat wurde auf seine Wirksamkeit gegen Casein 
nephelometrisch und auf seinen Erepsingehalt gepriift, sowie der Trocken- 
riickstand bestimmt. Fiir die Proben wurden insgesamt 50ccm entnommen. 


1. Nephelometrische Bestimmung 
an Casein im iiblichen Spaltansatz 24 Stunden bei 37°. 


ak oh SROs Be ae ee ce ws AEB 
DS tens soe wee ae er we 
Eluat enthalt demnach pro Kubikzentimeter. . . . . . . 3,68k. (e.) 


2. Erepsinbestimmung. 
a) Im Normalauszug III. 

Ansatz (py = 7,64): 4cem Auszug III + 10cem Puffer -Leucin - glycin- 
gemisch + 2,6cem 87%igen Glycerins + 3,4cem Aqua dest. 
= 20 ccm. 

Spaltversuch: Nullwert: 12,44 cem; nach 2 Stunden 30°: 15,29 cem; Zuwachs: 
2,85cem 0,2n KOH. 

Kontrolle: Nullwert: 5,4leem; nach 2 Stunden 30°: 5,10cem; kein Zuwachs 
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b) Im zweiten n/114 N H,-Eluat. 
insatz (pa = 7,81): 4ccm Eluat + 10ccm Puffer - Leucy] - glycingemisch 


+ 5ccem 87% igen Glycerins + 1 cem Aqua dest. = 20 ccm. 
Spaltversuch: Nullwert: 10,60 cem; nach 2 Stunden 30°: 10,55 ccm; kein 
Zuwachs. 


Kontrolle: Nullwert: 6,15ccm; nach 2 Stunden 30°: 6,14cem; kein Zuwachs. 


Wahrend demnach der Normalauszug III pro Kubikzentimeter 
),0059 Lieno-Erepsin-Einheiten enthielt, wurde das zweite n/114 N H,- 
Eluat nach der Methode als ereptasefrei befunden! 


Bestimmung des Trockenriickstandes. 


A. Zweites n/114 NH,-Eluat, aus Auszug III gewonnen: 400 ccm des 
braunlichen, leicht getriibten Eluats wurden nach Filtrieren allmaéhlich in 
einer Platinschale in einem heizbaren Vakuumexsikkator bei etwa 50° und 
25mm Hg in etwa 5 Tagen zur Trockne eingedunstet. 


Gewicht des Riickstandes: 0,333 g. 
leem des Eluats enthielt demnach 0,00083g Trockenriickstand. 


B. Leerbestimmung: Eluat aus 66° ,igem Glycerin gewonnen. 100 ccm 
66 °4igen Glycerins wurden ebenso behandelt, wie beim Hauptversuch der 
Normalauszug III behandelt worden war. Es wurden 100 ccm eines zweiten 
n/114 NH,-Eluats gewonnen, die in einer Nickelschale zunachst auf dem 
Dampfbad und sodann bei etwa 21 mm Hg und 100° zur Trockne gebracht 
wurden. 


Gewicht des Riickstandes: 0,033 g. 
leem des Kontrolleluats enthielt 0,00033 g Trockenriickstand. 


Berechnung des Reinheitsgrades: 1 ccm des Eluats enthielt 0,8325 mg 
Trockenriickstand, davon waren sicher nicht enzymatisch 0,33mg. Es 
entsprachen demnach 0,5025 mg einer enzymatischen Wirkung von 3,68k.(e.). 
Daraus berechnet sich der Kathepsinwert zu 7,36. 


Versuch 43. 

Bestimmung des Reinheitsgrades der Protease im dritten n/114 N H,-Eluat. 

Anordnung: 200ccm Normalauszug III wurden mit lecm Eisessig 
auf pq 4 gebracht und unter Kiihlung mit 200 cem einer Suspension versetzt, 
die 14,8g zweimal mit 200cem Aqua dest. geschlimmten, gereinigten 
Kaolins II enthielt. Die Restlésung wurde auf der Nutsche abgesaugt, 
wiederum mit 200cem der Kaolinsuspension behandelt und durch das 
gleiche Filter abgesaugt. Das Adsorbat wurde dreimal mit je 40 ccm Leit- 
fahigkeitswasser ausgewaschen. Sodann wurde es unter Kiihlung in 200 ccm 
n/l1l4 NH,-Lésung eingetragen, 20 Minuten eluiert und das Eluat ab- 
gesaugt. Dieses erste Eluat wurde mit 1 ccm Eisessig angeséiuert und unter 
Kiihlung mit 200 cem der Kaolinsuspension versetzt. Das nach dem Ab- 
saugen verbliebene Adsorbat wurde ungewaschen in 200 ccm n/114 NH,- 
Lésung eingetragen und mit 3 Tropfen n-Ammoniaklésung neutrale Reaktion 
erzielt. Nach 30 Minuten Elutionsdauer wurde auf der Nutsche vom Kaolin 
abgesaugt, das zweite Eluat mit 1cem Eisessig und 200 ccm der Kaolin- 
suspension versetzt und die Restlésung abgesaugt. Das erhaltene Adsorhat 
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wurde mit 100cem Leitfahigkeitswasser gewaschen und sodann = unte: 
Kiihlung in 200 cem n/114 NH,-Lésung eingetragen. Das nach 20 Minuten 
abgesaugte dritte Eluat wurde auf seine Wirksamkeit gegen Casein gepriil 
und sein Trockenriickstand direkt sowie nach dem Dialysieren bestimm:. 


1. Nephelometrische Bestimmung 
an Casein im tiblichen Ansatz bei py etwa 324 Stunden bei 37°. 
Cg ee ee Eee th A 
NE I ee RS ET ey EEE A 

Daraus berechnet sich ein Kathepsingehalt des Eluats von 3,32k. (e 
pro Kubikzentimeter. 

2. Trockenriickstand. 

A. Direkt bestimmt: 50 ccm des rotbraunen Eluats wurden zunachst 
auf dem Dampfbad und sodann bei etwa 100° und 20mm Hg zur Trockne 
gebracht. 

Trockenrtickstand 0,0373 g; also pro Kubikzentimeter Eluat 0,000746 g 
Rae®: ious. ORG 8: 68s rm + 0,00018 g 
Demnach pro Kubhikzentimeter }!u10 ee ee 
aschefreie Trockensubstanz. Daraus berechnet sich der Kathepsinwert des 
Praparats zu 7,12. 
Versuch 44. 


Bestimmung des Reinheitsgrades der Protease im zweiten Phosphateluat 
aus Auszug III. 


Anordnung: Aus 60 cem des Normalauszuges IIL wurden in iibliche: 
Weise 60 ccm des zweiten Eluats mit 1°,iger Na,H PO,-Lésung gewonnen 
Von dem hellbraun gefirbten Eluat wurden 10 ccm zur Wirksamkeits 
bestimmung gegen Casein benutzt, der Rest von 50 ccm wurde zur Be 
stimmung des Trockenriickstandes verwendet. 


1. Nephelometrische Bestimmung 
im tblichen Ansatz an Casein bei pq etwa 3,24 Stunden bei 37°. 
PIOUS See OS OS We Ses RBG 
SN gis 5. 1 ta) sper sy Haris we ile ara to OM 


Eluat enthalt demnach pro Kubikzentimeter 2,6 k.(e.). 


2. Trockenriickstand. 

50 cem Eluat wurden 5 Tage lang gegen flieBendes Leitungswasser unc 
2 Tage gegen stehendes destilliertes Wasser durch eine Dialysierhiilse von 
Schleicher und Schiill dialysiert. Durch Eindampfen und Trocknen wurde 
ein Trockenriickstand von 0,0289g, und durch Veraschen ein Aschen 
gewicht von 0,0166g gefunden. In leccm des Eluats waren demnac! 
0,000 246 g aschefreie Trockensubstanz vorhanden. 

Kathepsinwert: In einem Kontrollversuch (Nr. 148) wurde pro Kubik 
zentimeter eines aus Glycerin, an Stelle des Rohauszuges, gewonnene! 
Eluats 0,000143 g aschefreie, nichtdialysable Trockensubstanz gefunden 
Aus dem Auszug stammten daher nur 0,0001 g der im Eluat gefundene: 
Trockensubstanz. Daraus berechnet sich ein Kathepsinwert von efwa 2¢ 
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Versuch 46, 


Qualitativ-chemische Priifung des zweiten Phosphateluats aus Auszug III 
und Priifung gegen Casein, nephelometrisch. 

Anordnung: 60cem Normalauszug III + 0,3cem Eisessig + 60 com 
gereinigter Kaolinsuspension, zentrifugiert. Restlésung + 60ccem der 
Kaolinsuspension, zentrifugiert. Vereinigte Adsorbate ohne Waschen mit 
60cem einer 1%igen Na,HPO,-Lésung eluiert (etwa 50 Minuten lang). 
Kluat + 0,3cem Eisessig + 60cem der Kaolinsuspension, zentrifugiert. 
Adsorbat etwa 50 Minuten mit 60 ccm der Phosphatlésung eluiert, zentri- 
fugiert und triibes Eluat filtriert. 


1. Nephelometrische Bestimmung 
an Casein bei pq etwa 3, 24 Stunden 37°. 


Spaltung des Substrates. . . . . 1.1 2+ + © © 89% 


2. Qualitativ-chemische Priifungen. 

55cem Eluat wurden im Vakuum bei gelinder Erwairmung auf etwa 
10 cem eingeengt. Mit dieser konzentrierten Lésung wurden die folgenden 
Reaktionen angestellt : ; 

EiweiBreaktionen:  Biuretreaktion: negativ. Schwefelbleireaktion : 
negativ. Xanthoproteinreaktion: r-vetiv. K,FeCy, + Essigsdure: leichte 
[riibung. Hssigsdure: leichte Triibung. Sulfosalicylsdure: leichte Triibung. 
Chinidinlésung: leichte Triibung. Ninhydrinreaktion: negativ (rétliche 
Farbung). 

Kohlehydratreaktionen: Trommersche Probe: negativ. Molisch sche 
Reaktion: negativ. Jodlésung: negativ. 

Stickstoff: positiv (Natronkalkprobe: positiv). Lasseignessche Reaktion : 
positiv. Charakteristischer Geruch beim Erhitzen. Phosphor: nicht durch- 
fiihrbar, da Phosphat im Eluat enthalten. Schwejfel: nicht nachweisbar 
(nach Veraschung und Uberfiihrung in Sulfat). Eisen: Spuren (Veraschung 
und Lésung des Riickstandes in verdiinnter HCl). Blaugriinfarbung 
mit Kaliumferrocyanid. Halogen: negativ (mit Kupferoxyd am Platin- 
draht). Kohlenstoff: positiv (Verkohlen beim Erhitzen). 

H,S + HCI: keine Fallung 
NH,S + NH;: ™ ” 


V. Zusammenfassung. 


Die Versuche von Waldschmidt-Leitz und Deutsch iiber die 
Proteasen der Milz wurden wiederholt und erweitert. Ihre Ergebnisse 
wurden bei Anwendung der gleichen Untersuchungsart zum gréferen 
Teile bestatigt. Die nach van Slyke ermittelte py-Optimumkurve der 
ungereinigten Milzextrakte weist zwei Maxima auf, das erste bei py 
etwa 4 und das zweite bei pa etwa 8. Das zweite, kleinere Maximum 
verschwindet, wenn die Milzereptase an Kaolin gebunden wird. Ereptase- 
freie Milzprotease scheint also nur isoelektrisches Eiweib anzugreifen. 
Angreifbar erwiesen sich bei Anwendung der van Slyke-Methode Gelatine 
und Casein. Serumalbumin wurde dagegen nicht merkbar abgebaut. 
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Die Proteinase war durch Kaolin absorbierbar. Entsprechend dey 
Angaben der genannten Autoren war es nicht méglich, in den aus dem 
Kaolinadsorbat gewonnenen alkalischen Eluaten unter Zuhilfenahie 
der van Slyke- Methodik eine meBbare proteolytische Wirkung nac})- 
zuweisen. In den alkalischen Eluaten war Ereptase nicht nachweisba: 

Zur Untersuchung von Milzproteinase wurden nunmehr nephelo- 
metrische Methoden angewendet. Als Substrate fiir die nephelometrisc); 
gemessenen Eiweibspaltungen dienten Casein, Gelatine und Serum- 
albumin. 

Fiir Casein und Albumin wurden bereits vorhandene Methoden 
mit geringfiigigen Modifikationen benutzt. Fiir Gelatine wurde eine 
angenahert quantitative Methode mittels einer Triibungsreaktion mit 
Sulfosalicylsiure ausgearbeitet. 

Durch die bei der hohen Empfindlichkeit der nephelometrischen 
Methoden gegehbene Verwendung sehr stark verdiinnter Ferment- 
lésungen, sowie durch geeignete Auswahl der Triibungsreagenzien 
gelang es — auch bei Benutzung ungereinigter, EigeneiweifB enthaltender 
Organextrakte -—- allein den Abbau des zugesetzten Substrats zu ver- 
folgen. Auch gelang es, Fermentwirkungen sicher zu bestimmen, die 
von der van Slykeschen Methodik nicht mehr erfaBt werden konnten. 

Die fiir diese kleinen Mengen zu groBe Kathepsineinheit K (e) 
Waldschmidt-Leitz-Deutsch wurde fiir nephelometrische Untersuchungen 
in 1000 Mikrokathepsineinheiten k (e) geteilt; die Beziehungen zwischen 
den mit verschiedenen Methoden gemessenen Einheiten wurden dar- 
gestellt. 

Durch Anwendung der empfindlichen optischen Methoden gelang 
es, in alkalischen Eluaten aus Kaolinadsorbaten der Milzextrakte 
Proteinase nachzuweisen sowie quantitativ zu bestimmen und somit 
Abtrennung und Reinigung einer tierischen Gewebsproteinase auszu- 
fiihren. 

Das Milzkathepsin kann bei schwach saurer Reaktion quantitati\ 
aus den Extrakten an Kaolin gebunden werden, und ist aus dieser 
Bindung mittels schwach alkalischer Eluentien zu etwa 5°, der wirk- 
samen Enzymmenge eluierbar. 

Aus den Eluaten ist die Proteinase leicht mit Kaolin bei px 4 
wieder adsorbierbar und kann aus diesen Adsorbaten mittels alkalischer 
Eluentien nahezu quantitativ wieder eluiert werden. 

Daher konnten in der gleichen Weise mehrfach Adsorbate und 
Eluat gewonnen werden. 

Der Glyceringehalt der Eluentien sowie die Elutionsdauer und 
Elutionstemperatur sind auf die Ausbeute ohne wesentlichen Einfluli. 

(Es zeigte sich zweckmaBig, zur Erhéhung des Reinheitsgrades 
das Adsorbat vor der Elution stets mit Leitfahigkeitswasser zu waschen. ) 
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Durch Bezug des Enzymgehalts der verschiedenen Fraktionen 
auf ihren jeweiligen Gehalt an Trockensubstanz wurde der Reinheits- 
grad der Proteinase ermittelt; er konnte durch fortgesetzte Absorption 
und Elution gegenitiber den ungereinigten Milzextrakten um das 2!.,fache 
(gegeniiber der nicht sicher bekannten Konzentration in der Organ- 
trockensubstanz um etwa das 20fache) gesteigert werden. Die Spezifitat 
der Proteinase wird durch Adsorption oder Elution nicht verandert. 
Die Fraktionen sind simtlich imstande, ohne besondere Aktivierung 
Casein, Gelatine und in schwacherem Mabe auch Serumalbumin 
anzugreifen. 

Mit den von Waldschmidt-Leitz und Deutsch benutzten Methoden 
konnten keine nennenswerten Ereptasemengen in den Eluaten nach- 
gewiesen werden. 


Die Arbeit wurde mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft durchgefiihrt. 
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Untersuchungen iiber tierische Gewebsproteasen. 


Il. Mitteilung: 
1. Physiko-chemisches Verhalten der Milzproteinase des Rindes. 
2. Uber die Proteasen der Rinderleucocyten. 


Von 
Hans Kleinmann und Kurt G. Stern. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitit 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 19. Dezember 1929.) 


Mit 13 Abbildungen im Text. 
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1. Ejinleitung. 


In der vorangehenden Mitteilung haben wir die Abtrennung 
und Reinigung des Kathepsins und Erepsins der Rindermilz, sowie 
die dabei benutzten Bestimmungsmethoden beschrieben. Im folgenden 
soll nun das Verhalten der Milzproteasen unter verschiedenen Versuchs- 
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bedingungen und in verschiedenen Reinheitsstufen dargestellt werden. 
Im Anschlu8 daran werden einige Versuche besprochen, bei denen 
die bei der Milzuntersuchung erprobten Methoden auf Extrakte aus 
Rinder-Leucocyten angewendet wurden. 


/!. Das physiko-chemische Verhalten der Milzproteasen. 
1. Proteinase. 
a) Optimum-py-Kurven des Kathepsins. 

Die Optimum-pg-Kurven des Kathepsins gegeniiber Albumin, 
Casein und Gelatine als Substraten wurden bei fortschreitender 
Reinigung, zum Teil mittels der N H,-Bestimmung, meist aber auf 
nephelometrischem Wege studiert. 

Die Gewebsproteinase greift isoelektrisches EiweiS an. Dement- 
sprechend soll sich ihr py-Optimum gema8 der Lage des isoelektrischen 
Punktes des jeweils vorliegenden Substrats andern [Oppenheimer (1)]. 

Es wurde beobachtet, daB die Lage des gefundenen Wirkungs- 
optimums auch etwas mit der angewandten Bestimmungsmethode 
sowie mit dem Reinheitsgrade der Protease variiert. 


a) Substrat: Gelatine. 

Milzextrakte besitzen gegeniiber Gelatine, wie schon Hedin (2) 
und Dernby (3) fanden, zwei Punkte optimaler Wirksamkeit. Der 
erste Optimalpunkt bei pa4 ist der eigentlichen Milzprotease zuzu- 
schreiben, wahrend das zweite, weit weniger deutlich ausgeprigte 
Optimum bei pq 8 auf das Zusammenwirken der bei dieser Reaktion 
noch ein wenig aktiven Protease mit der bei diesem Punkte optimal 
spaltenden Peptidase zuriickzufiihren ist [Waldschmidt-Leitz und 
Deutsch (4)}. 

Bei Anwendung der van Slyke-Methode wurde eine Kurve von 
der gekennzeichneten Form gefunden (Versuch 47). 
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Abb. 1. pyq-Optimumkurve des ungereinigten normalen Milzextraktes II] gegen Gelatine, 
nach van Slyke bestimmt. 
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Dagegen ergab die Untersuchung des zweimal mit Kaolin ge 
reinigten Auszuges IIb in Ubereinstimmung mit den Befunden vo: 
Waldschmidt- Leitz (5) ein Fehlen des zweiten, scheinbaren Optimums 
bei px 8: Die Spaltung mit Gelatine, gemessen nach van Slyke, nahm 
kontinuierlich von py 4 zum alkalischen Gebiet hin ab (s. Versuch 50) 
Dies beruht auf der Entfernung der Peptidase aus der Enzymlésung 
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Abb. 2 


PxH-Optimum des zweimal mit Kaolin bei py 4 behandelten Auszuges ILb gegen Gelatine als 
Substrat, bestimmt nach van Slyke. 


Nach zweimaliger Behandlung mit Kaolin war die Adsorptions- 
restlésung meist erepsinfrei (s. Tabelle ITI und Versuch 17 und 20 
(der ersten Mitteilung). 

Auf nephelometrischem Wege wurde das pg-Optimum des un- 
gereinigten Auszuges III gegeniiber Gelatine ebenfalls bei pg 4 bis 5 
gefunden (Versuch 48). 

Eine nephelometrische Priifung der Verhaltnisse im alkalischen 
Gebiet war bei Gelatine wegen der auf 8.40 erwahnten Triibungs- 
anomalie nicht durchfiihrbar. 

Das py-Optimum der zweimal mit Kaolin gereinigten Ausziige Il) 
und III gegeniiber Gelatine wurde nephelometrisch bei Anwendung ver- 
schiedener Extraktverdiinnungen ebenfalls zwischen py 4 und 5 erhalten 
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Abb. 3. 
Pr-Optimum des zweimal mit Kaolin bei pq 4 gereinigten Auszuges III gegen Gelatine 
nephelometrisch bestimmt. 
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Es war auf die Lage des Optimums ohne Einflu8, ob die Einstellung 
der verschiedenen Aziditaten mit Lactat- oder Phosphatpuffern, bzw. 
mit Essigsiure und Natronlauge vorgenommen wurde  (siehe 
Versuche 51, 52). 

Die Optimum-pg-Kurve der ersten Phosphateluate gegen Gelatine 
zeigte bei ausschlieBlicher Anwendung der nephelometrischen Be- 
stimmungsmethode ein Maximum zwischen py 3 und 4. Es hat demnach 
den Anschein, als ob mit fortschreitender Reinigung der Protease 
ihr Wirkungsoptimum gegeniiber Gelatine sich nach dem_ starker 
sauren Gebiet hin verschiebt (s. dazu Versuch 55, sowie die Abb. 4). 


50 














Abb. 4 


Pxo-Optimumkurve des |. Phosphateluats vom Kaolinadsorbat des Auszuges III gegen Gelatine, 
nephelometrisch bestimmt 


8) Substrat: Albumin. 


Durch die Anwendung der nephelometrischen Methodik auf 
die Untersuchung der Milzproteinase gelang der Nachweis, daB das 
Enzym auch natives EiweiB, wie z. B. Serumalbumin, anzugreifen 
vermag. 


Mittels geeigneter Verdiinnung der Enzymlésung bzw. durch die 
Abtrennung des EigeneiweiBes bei der Reinigung der Protease, konnte 
die Wirkung des Ferments auf zugesetzte Substrate unabhingig von 
seiner autolytischen Wirksamkeit untersucht werden. 


Bei Anwendung der van Slyke-Methode wurde bei Verwendung 
von Serumalbumin als Substrat selbst beim optimalen pg von 4 
keine Zunahme der freien Aminogruppen itiber die GréBe des 
.autolytischen Wertes* hinaus beobachtet. Die Resistenz des 
Proteins gegen die Gewebsprotease ist zu groB und die absolute 
Menge des Enzyms in den Milzextrakten zu klein, um bei dieser 
Bestimmungsform meSbare Ausschlige zu zeitigen (s. Versuch 68 der 
ersten Mitteilung). 
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Der optimale Wirkungsbereich des rohen Extraktes IIT wurde 
nephelometrisch gegeniiber Serumalbumin zwischen py 2,6 und 5,6 mit 
einem wenig ausgeprigten Maximum bei py 4 gefunden (Versuch 57 
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Bei Anwendung der mit Kaolin gereinigten Ausziige ILb und II] 
wurde ein enger begrenzter py- Bereich der besten Wirksamkeit gegeniibe: 
Albumin und die Lage des Abbaumaximums gemaB der jeweils ein- 
gestellten Aziditat der Spaltansitze zwischen py 3 und 4 schwankend 
gefunden (s. Versuch 60). 

Das py-Optimum der Phosphateluate vom Kaolinadsorbat aus 
dem Extrakt IJI wurde iibereinstimmend mit demjenigen der ge- 
reinigten Ausziige zwischen py3 und 4 gefunden (s. Versuch 62) 


epee 


y) Substrat: Casein. 

Die Versuche mit Casein als Substrat konnten sowohl nach van 
Slyke als auch, in entsprechender Verdiinnung, nephelometrisch aus- 
gefiihrt werden. Durch die Spezifitét der Chinidinreaktion gegen 
Casein war es méglich, auf nephelometrischem Wege allein die Ferment- 
wirkung auf das zugesetzte Substrat zu untersuchen. 

El Gegeniiber Casein liegt das Wirkungsoptimum der Milzprotease, 
nach van Slyke bestimmt, zwischen py 5 bis 6 (s. Versuch 69 und Abb. 6). 
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Pu-Optimum des 
gereinigten Milz- 
extraktes II b 
gegen Casein, 
bestimmt nach 
van Slyke. 
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Wird nur die Spaltung in dem bei der van Slyke-Methode iiblichen 
Ansatz vorgenommen, die Analyse jedoch nach entsprechender Ver- 
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diinnung nephelometrisch ausgefiihrt, so stimmt die erhaltene Kurve 
in ihrem Verlauf mit der bei der Bestimmung der freigelegten Amino- 
gruppen nach van Slyke gewonnenen iiberein (s. Versuch 70 und Abb. 7). 
OE 40 Abb. 7. 
Sn? i } Pu-Optimum des ge- 
reinigten Auszuges ITb 
gegen Casein. Aus dem 
gleichen (van Slyke-) 
Spaltansatze sind die 
Proben zur Bestim- 
mung nach van Slyke 
und, nach Verdiinnung, 
zur Bestimmung auf 
nephelometrischem 
Wege entnommen 
(Versuch 70.) 
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Anders ist jedoch das Resultat, wenn die Caseinspaltung in dem 
iiblichen verdiinnten nephelometrischen Spaltansatz vorgenommen 
wird. Es wird sodann, gleichgiiltig, ob als Fermentlésung der ungereinigte 
Organextrakt, mittels Kaolin gereinigter Auszug oder irgendein Eluat 
verwendet wird, eine py-Kurve mit zwei ausgepragten Maxima im sauren 
Gebiet gefunden. Und zwar liegt das erste scheinbare Optimum bei 
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verdiinnt 1: 60, 
gegen Casein, 
nephelometrisch 
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pu etwa 2.9 bis 3,2 und das zweite bei py etwa 5. Zwischen diesen beiden 
Spitzen, welche relativ scharf begrenzt sind, liegt eine mehr oder 
weniger ausgepragte Einsenkung der Kurve, die in manchen Fallen 
bis zu Anfangswerten der Aufspaltung heruntergeht. Diese Beobachtung 
ist durch zahlreiche Versuchswiederholungen bestatigt worden (siehe 
dazu die Versuche 72, 73, 86 und die Abb. 8 und 9). 


‘ 
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Bei der Betrachtung dieser Erscheinung spricht die geringere Wah 
scheinlichkeit fiir die Existenz zweier verschiedener Proteasen, namli: 
einer kationisches Eiwei8 abbauenden Pepsinase neben einer Proteinas 
In diesem Falle wiirden auch die entsprechenden Gelatine- und Albumi: 
kurven einen éhnlichen Verlauf aufweisen miissen, wie die Caseinkury 
Es spricht auch gegen diese Annahme, daB lediglich die Vornahme «: 
Spaltung in dem verdiinnten nephelometrischen Ansatz die beobachtet 
Einsenkung der Spaltkurve ergibt. 

Nun ist aber Casein das einzige hier benutzte Substrat, welches wahren 
der Spaltung im Ansatz in dem fraglichen pqg-Gebiet erheblich ausflockt. Da 
Maximum der Ausflockung fallt keineswegs immer mit dem Minimum «i: 
Spaltung in der Einsenkung zusammen. Auch ist die Ausflockung des Casein- 
sowohl im verdiinnten, nephelometrischen Ansatz als auch im konzentrierte 
Ansatz fiir die Bestimmung nach van Slyke vorhanden. Trotzdem wire e- 
denkbar, dab die Ursache der beobachteten Erscheinung auf ein ve: 
schiedenes Verhalten der Protease in den verschiedenen Spaltansétzen 
beim Austlocken des Caseins (vielleicht auf eine Anderung der Adsorptio: 
des Enzyms an das ausflockende Casein) zuriickzufiihren ist. Auf eine: 
Verschiedenheit des Substrat /Fermentverhaltnisses kann die Erscheinung 
nicht beruhen: Im konzentrierteren van Slyke-Ansatz ist das Verhaltnis 
Substrat /Ferment (auf Kubikzentimeter der Fermentlésung bezogen) 1 : 17. 
Im nephelometrischen Ansatz wurde dieses Verhaltnis von 1: 17 bis 1: 60 
variiert. Trotzdem blieb bei dem nephelometrischen Ansatz stets die 
Einsenkung der Kurve bestehen. Sie wurde im Gegenteil bei einer Erhéhung 
der Fermentmenge noch ausgepragter. Fiir eine Anderung des adsorptiven 
Verhaltens der Protease zum ausflockenden Casein diirfte es dagegen nicht 
gleichgiiltig sein, daB im konzentrierten Ansatz in 20cem Volumen etwa 
3cem Fermentlésung (auf Rohextrakt berechnet), im verdiinnten Ansatz 
dagegen bei gleichem Substrat/Fermentverhaltnis in 20 ccm Volumen nu: 
etwa 0,07 ccm der Rohlésung enthalten sind. Es ist also die absolute Ver- 
diinnung des glycerinhaltigen Rohextraktes in den beiden Ansatzformen 
eine verschiedene. 

Betrachten wir bei allen Substraten die beobachtete Anderung 
der Kurvenform bei fortschreitender Reinigung, so hat es den 
Anschein, als ob mit steigendem Reinheitsgrade des Kathepsin- 
eine Einengung des Gebiets der optimalen Wirksamkeit einhe: 
geht. Dies macht sich im Verlauf der pg-Kurven durch ein flach 
verlaufendes Maximum bei Anwendung unreiner Enzymlésunge: 
und ein spitzeres Optimum bei Verwendung der mit Kaolin gereinigten 
Extrakte oder der Eluate bemerkbar. 

Das gleichmaBige Verhalten der Milzproteinase gegen drei vollig 
verschiedene Substrate, d. h. der Nachweis, da8 ihr Wirkungs 
optimum gegen dieselben im schwach sauren Gebiet liegt. sow 
die Bestandigkeit ihrer Eigenschaften bei fortschreitender Reinigung 
machen es wahrscheinlich, daB es sich hier um ein ein- 
heitliches Ferment handelt. Die quantitative Berechnung de: 
enzymatischen Wirksamkeit in den verschiedenen Fraktionen gegen- 
iiber verschiedenen Substraten, welche die eigentliche Grundlage 
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des Beweises einer enzymatischen Einheitlichkeit darstellt, wird im 
Absehnitt IT, 1d) gegeben werden. 


b) Aktivierungsverhalten des Kathepsins. 


Nachdem der EinfluB der H-Ionenkonzentration auf das 
Verhalten der Milzproteinase untersucht wurde, wird nunmehr die 
Wirkung kiinstlicher Aktivatoren auf die Kathepsinwirksamkeit 
geprift. 

Grassmann und Dyckerhoff zeigten (7), dal Hefeproteinase von 
einem sie in den frischen Extrakten begleitenden Coenzym ab 
trennbar ist; dieses Coenzym war durch Blauséure bzw. Schwefelwasse1 
stoff in jeder Beziehung ersetzbar. Nach einer vorlaufigen Mitteilung 
von Waldschmidt -Leitz (8) ist ihm das gleiche beim Lieno - Kathepsin 
gelungen. | 

Nach diesem Forscher ist lediglich das (nattirlich oder kiinstlich) 
aktivierte Kathepsin der Milz imstande, genuine Proteine, wie Ovalbumin, 
auch Gelatine und sogar Protamine anzugreifen. Das Enzym allein spalte 
lediglich ,,gewisse proteolytische Abbauprodukte*. 

Das System Kathepsin-Aktivator entspricht nach diesem Befunde 
der Zusammenwirkung des Trypsins mit der Kinase ?. 


Mittels der in dieser Arbeit angewandten adsorptiven Trennungs- 
methoden ist augenscheinlich keine Abtrennung dieses natiirlichen 
Aktivators eingetreten: 


Die daraufhin gepriiften Eluate spalteten simtlich Serumalbumin, 
Gelatine und Casein ebenso wie die Rohextrakte auf, jedoch, ihrem 
verminderten Kathepsingehalt entsprechend, natiirlich erst in hoheren 
Konzentrationen als die Organausziige. 


Es wurde nunmehr versucht, die Wirkung des Kathepsins 
gegen Casein und Gelatine durch Behandlung mit Blausiure 
und Schwefelwasserstoff bei nephelometrischer Beobachtung zu_ ver- 
stirken. Als Fermentlésungen wurden entsprechend verdiinnte 
tohlésungen, Phosphat- und Ammoniakeluate benutzt.  Dabei 
wurde ein durchweg positives Resultat nur mit Schwefelwasserstoff 
erzielt : 

Die nephelometrische Aufspaltung der untersuchten Proteine 
wurde namlich bei Anwendung der verschiedenen Enzymlésungen 


1 In einer wahrend der Drucklegung dieser Arbeit erschienenen 
Veréffentlichung (l. ¢. erste Mitteilung) beschreibt Waldschmidt - Leitz 
vier Proteasen der Milz und fiihrt die Inaktivierung der Adsorptions- 
restlésung nach Kaolinbehandlung auf die Adsorption des Aktivators 
zuriick. 
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stets mehr oder weniger durch Zusatz von Schwefelwasserst «ff 
verstarkt (s. Tabelle I). Der Effekt war bei Gelatine als Sub 
strat (Versuch 92 und Abb. 10) meist deutlicher als bei Casein 
(Versuch 95). Es war dabei gleichgiiltig, ob der eigentlichen 
Spaltung eine Vorbehandlung der Fermentlésungen mit Schwefel- 
wasserstoff bei py 4 und 37° vorausging (Versuch 95) oder ob dik 
Enzymlésungen sogleich nach H,S-Zugabe mit dem Substrat zu. 
sammengebracht wurden (Versuch 92). 
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Aktivierung der Wirkung des I. Phosphat-Eluates aus Aus- 
zug Ill gegen Gelatine mittels Schwefelwasserstoff. Nephelo- 
metrisch bestimmt. (Versuch 92.) 


Bei Anwendung von Blausaiure unter den verwandten Mengen 
wurde an Eluaten unter keinen Versuchsbedingungen  (weder 
mit, noch ohne Inkubation, bei saurer oder alkalischer Reaktion) 
eine nephelometrische Wirkungssteigerung gegeniiber Gelatine oder 
Casein beobachtet. Bei Benutzung des rohen Auszuges LI war 
das Ergebnis nicht einheitlich: Bei Zusatz kleinerer HCN.- 
Mengen wurde keine deutliche, bei Anwendung gréBerer Mengen 
eine deutliche Aktivierung gegen die beiden Proteine beobachtet 
(Versuch 97). 
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Tabelle I. 
Wirksamkeitssteigerung verschiedener Fermentfraktionen gegen Gelatine 
oder Casein mittels kiinstlicher Aktivatoren, bei nephelometrischer Analyse. 
In der folgenden Zusammenstellung bedeutet: + geringe, starke, 
- keine Wirksamkeitsverstarkung. 








ve — Fermentlisung  Inkubationszeit a Aen Ergebnis 
I. Aktivator: Blausiure. 
98 NH3-Eluat 45 Min. pq 4 Casein ca. 3 — 
99 * ee n = 3% 
100 Phosphat- 90 , .,8 Gelatine i 
Eluat 
101 Dasselbe o %, - » Oo 
102 PS ee Casein — — 
96 Rohextrakt 0 , Gelatine » 6 04mgHCN — 
Nr. Ill 08 , HCN + 
97 Derselbe eS: Casein 2-1 HON —| 
0,8 . HCN + 
II. Aktivator: Schwefelwasserstoff. 
92 Phosphat- 0 Min. Gelatine | ca. 3 
Eluat 
93 Dasselbe 0 % Casein a : 
94 n _ Gelatine  - + + 
95 ‘i 60 . pH4 Casein » 30 + 
89 Rohextrakt 0 a 3.5 
Nr. Il 
90 Derselbe = Gelatine ah 4 
M1 F 0 6 4 


Nach diesen Resultaten kénnte es den Anschein haben, als ob das Enzym 
von einem Hemmungskoérper, vielleicht einem Schwermetall bis in die 
Eluate hinein begleitet wird. Die becbachtete Wirkung des Schwefel- 
wasserstoffs auf die Eluate wire dann auf eine Uberfithrung des Giftes in 
unlésliche Form zuriickzufiihren. Des 6fteren wurde in den mit Schwefel- 
wasserstoff versetzten Fermentlésungen ein leichter Niederschlag bzw. eine 
Triibung oder Vertiefung des Farbtones beobachtet. Ein ahnlicher Vorgang 
ist z. B. bei der Entgiftung der mittels Sublimat inaktivierten Kinase- 
lésungen durch Einleiten von Schwefelwasserstoff bekannt geworden [Euler 
und Myrbdck (9)}. 


c) Versuche zur Kinetik. 


Um die Ergebnisse der nephelometrischen Untersuchung mit den- 
jenigen, welche bei der Bestimmung der freien Aminograppen nach 
van Slyke erhalten wurden, vergleichen zu kénnen, war die Vornahme 
einiger kinetischer Versuche erforderlich. Die Untersuchung des 


Kathepsins ergab in reaktionskinetischer Hinsicht keine  einheit- 


lichen Befunde: Die Kinetik erschien abhangig von den jeweiligen 

Versuchsbedingungen sowie von dem Reinheitsgrad des Enzymes. 
Die Spaltzeit wurde auch bei den nephelometrischen Versuchen 

entsprechend derjenigen fiir die Amino-N-Bestimmung auf 24 Stunden 
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festgesetzt, mit Ausnahme der Albuminversuche, welche bis «uf 
48 Stunden ausgedehnt werden mufSten, um deutliche Ausschliy 
zu erhalten. 

Da die Substratkonzentration durch die nephelometrische Methodik 
und auch die Versuchszeit (s. oben) festgelegt waren, bestand dic 
einzige Variation der Versuchsbedingungen bei gleichbleibender Azidit it 
in einer Anderung der Fermentmenge bei unveranderter Substrat. 
konzentration. Die Enzymmengen im Spaltansatz wurden in geo 
metrischer Reihe variiert und die Beziehung zwischen Fermentmenge 
und Umsatz im Anfangsbereich der Spaltung (bis etwa 40°.) er- 
mittelt. Insbesondere wurde untersucht, ob das Gesetz der direkten 
Proportionalitat oder das fiir die Pepsinwirkung angegebene Wurze'- 
gesetz der sogenannten Schiitzschen Regel maBgebend sei. 

Als Beispiel sei hier das Ergebnis eines Versuchs angeftihrt, in dem die 
nephelometrische Aufspaltung von Casein durch verschiedene Verdiinnungen 
des Milzauszuges LIT untersucht wurde (Versuch 103). 

In jeder Analyse befanden sich 3 mg Casein. Der Faktor der geometri- 
schen Verdiinnungsreihe betrug 1,3. Wie erwaéhnt wurde, enthielt 1] ccm 
dieses Extrakts 0,111 K.(e.) = 111 k.(e.). Die Aziditaét der Spaltansitze 
wurde mittels n-Essigsfure auf py etwa 3 eingestellt. Die Kinetik de: 
Reaktion wurde stets bei optimaler H’-lonenkonzentration studiert. 

Weitere Versuche dieser Art sind im experimentellen Teil beschrieben 
(Versuche 103 bis 108). 

Tabelle II. 


Verhaltnis zwischen Fermentmenge und Umsatz (Versuch 103). 





mg abgebaut: R 


Ansatz Verdiinnung Auszug Nr. II k. (e.) Spaltung Casein 
Nr. ecm F lo x 
1 1: 60 1/120 0,93 28 0,84 
2 1 : 46,2 1/92,4 1,2 33 0,99 
3 1 : 36,6 1/71,2 1,56 35,5 1,059 
4 1: 27,4 1/54,8 2,03 41,5 1,245 
5 1:21 1/42 2,64 49,5 1,485 
Schiitzsche Regel p - VF Direkte Proportionalitat p > 
0,84 — ‘ 0,84 p 
1. p 0.93 0,88, Pp 0.93 > 0,903. 
0,99 0,99 
2. p: 2— = 0,90, p = —— = 0,825. 
} \1,2 1,2 
1,059 1,059 
3. ———- = 0, = — 0,678. 
3. p 1.56 0.847, p 1 BG 678 
pee ue ow, >= = on 
\ 2,03 2,03 
1,485 __ 1,485 _ ura 
5. Pp 2.64 = 0,91 ’ p = 2.64 0,562. 





Reg 


prot 
mali 
aim 
him 
dem 
eine 
Bei 
bem 
(Ver 
ist 
sucl 


eine 
das 
am 
um 
facl 


koe] 
(Erl 
den 

spal 
spal 
beol 
der 

entk 
Kat 
Ver 
dure 
(du 
erwi 


heit 
fiir 

nan 
zwe 
von 
sich 
das 

erst 
wul 
Fer 


schy 








aut 
alii 
lodik 
ae 
ditat 
itrat- 
geo 
lenge 
) er- 
‘kten 


Irze|- 


m «lie 
Ingen 


netri- 
l com 
sat ze 


; der 


ieben 


). 


yaUuTes 
in 


9 
5 


5 





Tierische Gewebsproteasen. II. 95 


Es wird demnach bei dieser Anordnung weit besser die Schiitzsche 
Regel als das Gesetz der direkten Proportionalitat befolgt. 

Wie aus den Tabellen hervorgeht, welche den diesbeziiglichen Versuchs- 
protokollen im experimentellen Teil beigegeben sind, wird die Gesetz- 
maBigkeit der Schiitzschen Regel in gewisser Annéherung befolgt: bei det 
Kinwirkung von Rohauszug III auf Casein (Versuch 103), sowie bei der 
Einwirkung von Rohauszug III auf Serumalbumin (Versuch 107), von 
dem ersten n/114 NH,-Eluat auf Casein (Versuch 104) und (mit Ausnahme 
eines Punktes) vom ersten Phosphateluat auf Gelatine (Versuch 106). 
Bei der Einwirkung des ersten Phosphateluats auf Serumalbumin besteht 
beinahe direkte Proportionalitét zwischen Fermentmenge und Spaltung 
(Versuch 108) und bei der Einwirkung von Rohauszug III auf Gelatine 
ist keine einfache GesetzmaéBigkeit aus dem Ergebnis abzuleiten (Ver- 
such 105). 

Die R. G. T.-Regel, welche fiir eine Temperaturerhéhung von 10° 
eine durchschnittliche VergréBerung der Reaktionsgeschwindigkeit um 
das Zwei- bis Dreifache angibt, wurde nach der van Slyke-Methode 
am Kathepsin bestiatigt: Bei einer Erhéhung der Versuchstemperatur 
um 7° wurde eine VergréSerung des Umsatzes um das 1,9 bis 2,3- 
fache gefunden (s. Tabelle I der ersten Mitteilung). 

In allen sogenannten ,,Kontrollen‘’ wurde das Kathepsin durch Auf- 
kochen zerstért. Die dazu angewandte Hitzeinaktivierung des Enzyms 
(Erhitzen im Wasserbad bei Siedetemperatur) erwies sich anfanglich bei 
den Rohlésungen als nicht immer ausreichend, woraus dann geringe Auf- 
spaltungen bei manchen Kontrollen resultierten. Da _ solche_ ,,Rest- 
spaltungen“ bei abgekochten (eiweiBarmen) Eluaten nicht in diesem Mabe 
beobachtet wurden, ist die des 6fteren unvollstaéndige Hitzeinaktivierung 
der unreinen Enzymlésungen wohl auf eine Schutzwirkung des in ihnen 
enthaltenen OrganeiweiBes zuriickzufiihren, dessen Verbindung mit dem 
Kathepsin hitzebestaéndiger als das gereinigte Ferment sein mu. Zur 
Vermeidung der erwahnten Restspaltungen wurde spéterhin das Kathepsin 
durch etwa 5 Minuten langes Erhitzen bei einer Temperatur von tiber 100° 
(durch Eintauchen des Glases mit der Fermentlésung in ein iiber 100° 
erwarmtes Paraffinbad) zerstért. 

d) Einheitlichkeit der Milzproteinase. 

Bei der vorliegenden Untersuchung wurde die Frage der Ein- 
heitlichkeit der Milzprotease gepriift. Das hauptsiachliche Argument 
fiir die Annahme zwei verschiedener proteolytischer Fermente, 
namlich die Wirksamkeit der Milzextrakte gegen Gelatine bei 
zwei verschiedenen Optimalaziditaten, war durch die Untersuchung 
von Waldschmidt-Leitz und Deutsch (10) widerlegt worden. Es ergaben 
sich jedoch im Verlauf dieser Arbeit scheinbare Anhaltspunkte fiir 
das Vorhandensein von zwei unterschiedlichen Proteasen: Bei den 
ersten nephelometrischen Bestimmungen mit Casein als Substrat 
wurde eine erhebliche Spaltung dieses Proteins auch durch vorgereinigte 
Fermentlésungen nicht nur im schwach sauren, sondern auch im 
schwach alkalischen Gebiet beobachtet (s. 8.50). Es konnte aber 
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gezeigt werden, daB dieses auf die im Verhaltnis zur gewahlten Substra: 
konzentration anfanglich viel zu groB gewahlte Fermentmenge zuriic| 
zufithren war. 

AuBerdem ist ausgefiihrt worden, daB alle untersuchten Enzym 
lésungen verschiedenen Reinheitsgrades bei Vornahme der Spaltung 
im verdiinnten nephelometrischen Ansatz und bei Benutzung von 
Casein als Substrat eine py-Kurve mit zwei deutlich ausgeprigte 
Maxima ergaben, eine Erscheinung, die fiir die Existenz zweier ver 
schiedener Fermente sprechen kénnte. Dagegen wurde gefunden 
daB bei Vornahme der Spaltung in konzentrierteren Ansatzen nui 
ein einziges Optimum gefunden wurde. Die Beobachtung zweier ver 
schiedener Maxima wurde durch ein verschiedenes Adsorptionsverhalte: 
des Kathepsins gegeniiber dem ausgeflockten Substrat zu erkliren 
versucht. , 

Fiir die Einheitlichkeit der Proteinase dagegen sprach die Beob. 
achtung, da8 die Anderung der Form der pg-Optimumkurven gegeniibe: 
allen untersuchten Substraten bei fortschreitender Reinigung die 
gleiche blieb. 


Zum Nachweis der einheitlichen Natur der im schwach sauren 
Gebiet optimal wirkenden Proteinase war es notwendig, festzustellen 
ob bei fortschreitender Reinigung auch quantitativ die gleichen Ver- 
haltnisse zwischen Fermentmenge und Umsatz bestehen blieben 
Ist namlich die beobachtete Fermentwirkung nur auf ein einziges 
Enzym und nicht auf je eine besondere Casease, Glutinase usw. zuriick- 
zufiihren, so mu das Verhaltnis der Geschwindigkeiten der Auf- 
spaltung der Substrate (bzw. der Umsiitze nach einer bestimmten 
Zeit) bei den verschiedenen Reinheitsstufen des Enzyms einigermaben 
konstant bleiben. Eine bedeutende Verschiebung der Spaltwerte 
gegeneinander hatte dagegen fiir die Anwesenheit mehrerer Proteinasei 
von verschiedener Affinitaét zum Adsorbens gesprochen. 

Zur Priifung dieser Frage dienten nephelometrische Optimum 
pu-Kurven, welche mittels der rohen und der gereinigten Milzextrakte 
sowie der Phosphateluate bei Einwirkung auf die drei Substrate 
gewonnen worden waren. 

Die erzielten Umsitze wurden nicht bei stets gleichbleibendem 
sondern immer bei dem jeweiligen py-Optimum miteinander verglichen 
da die Lage des Optimums sich ja bei fortschreitender Reinigung 
etwas verschiebt. 

Die der Berechnung zugrunde liegenden Versuche wurden stets derart 
angestellt, daB bei dem jeweiligen Substrat bei allen Ansétzen Substrat- 
konzentration, Volumen und Spaltzeit gleich waren. Als Fermentlésunge! 


dienten Rohextrakt, Restlésungen und Eluate, und zwar in einem mi! 
dem Reinheitsgrad (bzw. der absoluten Fermentkonzentration) variierende:: 
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Volumen. Der Umsatz wurde bei Anwendung von Casein und Gelatine 
nach 24 Stunden und bei Albumin nach 48 Stunden nephelometrisch 
gemessen. 

Da nun bei den verschiedenen Substraten auch verschieden grobe 
Fermentmengen notwendig waren, wurde zum Vergleich der Umsatze bei 
den verschiedenen Substraten errechnet, welche Substratmengen jeweils 
dureh 1 cem der benutzten Fermentfraktion abgebaut worden waren. Die 
Fermentfraktionen wurden fiir alle diesbeziiglichen Versuche unter gleich- 
artigen Bedingungen gewonnen. 

Das gefundene Verhiltnis der jeweils abgebauten Substratmengen 
stellt die Abnahme der absoluten Enzymkonzentration durch die 
ausgefiihrten Reinigungsvornahmen dar. Dieses Verhaltnis ist nun, 
wie Tabelle III zeigt, fiir zwei der benutzten Substrate, namlich fiir 
Gelatine und Albumin, befriedigend konstant, wiahrend Casein 
herausfallt. 

Tabelle III. | 
Verhaltnis der abgebauten EiweiSmengen bei fortschreitender Reinigung 
des Kathepsins. 





Je leem spaltet 





Abgeb. 


Substrat Versuch, Substrat : Eiweif Verhiltnis 
Fermentlisung . 
Nr. mg lg 
Gelatine: 48 (5) Extrakt 3 351 | 42 147,4 
24 Std. 37° 54(5) Ger. Extrakt 3 46.8 | 35 16,4 1:9:12 
56 (5) Eluat 35,1 | 36 12.6 
Albumin: 57 (4) Extrakt 3 46 | 27 12,42 
48 Std. 37° | 61(3) Ger. Extrakt 3 4.6 | 30 1,38 1:9:13,5 
65 (3) Eluat 4.6 20 0,92 
Casein I: 72 (3) | Extrakt 3 360 | 23 82,8 | Fir das 
24 Std. 379 = 75(3) Ger. Extrakt 3 60 |. 25 15 1. Optimum 
86 (3) Eluat 12 32 3,84 1:5,5:21,5 
Casein II: 72 (6) Extrakt 3 360 36 | 129 Fir das 
24 Std. 37° =75(5)| Ger. Extrakt 3 60 43 25,8 2..Optimum 
86 (5) Eluat r 27 3,24 - 5:40 


Wie aber bereits ausgefiihrt wurde, liegt das tatsichliche nephelo- 
metrische Caseinoptimum wahrscheinlich zwischen den beiden beob- 
achteten ,,Scheinoptima‘, die mit Casein erhaltenen Werte sind daher 
nur mit Vorbehalt bei derartigen Berechnungen verwendbar. 

Bei den in der Tabelle III angefiihrten Versuchen wurden die 
in einem Arbeitsgang gewonnenen Fraktionen (Restlésung und Eluat) 
gleichzeitig zur Spaltung angesetzt. 

Aus dieser Zusammenstellung geht jedenfalls mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit hervor, daB zumindest dasjenige Enzym der Milz, 
welches Gelatine spaltet, mit dem Enzym, welches Albumin abbaut, 
identisch ist! 


Biochemische Zeitschrift Band 222. 
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2. Ereptase. 


Bei Einwirkung gleicher Milzextraktmengen auf Aquivalente 
Konzentrationen von Leucyl-glycin und Glycyl-glycin wurde eine ver. 
schiedene Geschwindigkeit der Aufspaltung dieser beiden Dipeptice 
durch die Milzpeptidase beobachtet. Unter sonst gleichen Versuchs. 
bedingungen wurde beispielsweise durch den Schnellauszug Ia Leucy!- 
glycin durchschnittlich 3,4mal schneller hydrolysiert als Glycyl-glycin 
(s. Tabelle IV). 

Tabelle IV. Aufspaltung 
von Leucyl-glycin und Glycyl-glycin durch den Milzschnellauszug Ia. 





— Substrat Pu Zeit Zuwachs | Quotient Bemerkungen 
Nr. 
6 (1) Leucyl-glycin' 8,3 60 0,915 Beeintrichtigter Wert 
120 1,075 
6 (2) Glycyl-glycin 86 | 60 0.268 0.268 Bestimmung nicht genau 
; 120 0.37 0.344 beim py-Optimum 
' 4 ausgefiihrt. 
7. 0 0,28 277 Wert fiir Leucyl-glycin 
* (1) 7 ” ° . Be 0,277 1,025 aus Kurve Ver 


such 6 enthnommen 


Durchschnitt : 0,296 — 1:3,4 
Zeit in Minuten angegeben; Zuwachs in Kubikzentimeter 0,2 n 
KOH bei 30° und ausgl. Hemmung; Quotient: Verhaltnis der Zuwiichse 
Glycyl-glycin 
Leucyl-glycin . 
Wurde dex zeitliche Verlauf der Peptidspaltung durch gleiche 
Fermentmengen verfolgt, so konnte dabei eine angenaherte Befolgung 


der Schiitzschen Regel: x = p/Vt festgestellt werden (s. ‘Tabelle V) 


Tabelle V. Zeitlicher Verlauf der Peptidspaltung durch die Milzereptase. 
<== 





be Auszug Substrat Zeit Zuwachs Schiitz sche Regel 
r. | 
6 (1) | Schnell- Leucyl-glycin 60 0,915 — 0,118 
| auszug Ila s 60 
075 
120 | 1,075 1,075 _ 0,098 
| )120 
y ROA 
8 Normal- , 30 | 0595 | %595 _ 91086 
auszug I b | 30 
| 5 j 0 ~ 
60 | 0g85 | 885 _ o i149 
60 
» 2 , 
6 (2) | Schnell- | Gyeyi-giycin | 60 | 0,245 | 45 _ gosie 
auszug Ta as ts 60 
0 
120 | 037 087 _ 9.0387 
120 


Zeit in Minuten angegeben; Zuwachs Kubikzentimeter 0,2n KOH. 
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Das py-Optimum der Milzereptase gegeniiber Leucyl-glycin wurde 
in Ubereinstimmung mit Waldschmidt-Leitz bei paetwa 8 gefunden 
(Versuch 116 und Abb. 11). 
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Ill. Kathepsin der Leucocyten. 


Im AnschluB an die Versuche mit Milz-Extrakten wurden die 
weiBen Blutkérperchen des Rindes auf die Anwesenheit von Proteinase 
untersucht. 


1. Gewinnung der Leucocytenextrakte. 


Die Leucocyten wurden aus frischem, defibriniertem Blut nach 
der Methode von P. Szilird (11) gewonnen. 


Durch eine ausprobierte Mischung von Essig- mit Weinséiure wurde 
eine rasche Hamolyse bewirkt und ein geringer erschuB an Lauge zu- 
gefiigt. Nach kurzem Zentrifugieren bei etwa 1000 Touren fanden sich 
am Boden der Zentrifugengliser die zusammengeballten Leucocyten, 
welche mit Ringerlésung gewaschen wurden. Der Riickstand erwies sich 
bei mikroskopischer Priifung als fast ausschlieBlich aus mehr oder weniger 
deformierten Leucocyten bestehend. Zur Gewinnung der Proteinase 
wurde der feuchte Riickstand entweder 4 Stunden bei 37° mit schwach 
essigsaurem Glycerin analog dem Vorgehen bei der Milz digeriert und 
das mittels einfachen Filtrierens gewonnene farblose Filtrat als Ferment- 
lésung benutzt, oder aber die Leucocyten wurden bei neutraler oder 
alkalischer Reaktion und bei 37° der Autolyse fiir etwa 20 Stunden iiber- 
lassen und das von den festen Bestandteilen abfiltrierte Autolysat ver- 
wendet. (Eine genauere Beschreibung der Technik findet sich in den 
Versuchsprotokollen 109 bis 115 und 120 bis 121.) 


2. Priifung auf proteolytische Enzyme. 
a) Kathepsin. 


Sowohl im essigsauren Glycerinauszug als auch im Autolysat der 
Leucocyten war eine der Milzprotease analoge Proteinase nachweisbar : 


7* 
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Der verdiinnte Extrakt spaltete, ebenso wie das Autolysat, im iiblich«:, 
nephelometrischen Ansatz Casein bei pq 3 zu etwa 20°% in 24 Stunden bei 
37° auf (Versuch 109). 


Der Extrakt ergab gegeniiber Casein und Serumalbumin Optimum 
pu-Kurven, welche mit den entsprechenden Kurven der Milzproteinase 
weitgehend itibereinstimmten: 

Bei Verwendung von Serumalbumin als Substrat wurde das _py- 
Optimum nephelometrisch bei pa 4 gefunden (Versuch 114), und die 
nephelometrische Caseinmethodik lieferte eine der Milzprotease ent. 
sprechende Kurve mit zwei scheinbaren Maxima bei py 3 und pg etwa 5 
mit einer deutlichen Einsenkung in der Mitte (Versuch 110). 
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Optimum-py-Kurve des Leucocyten-Glycerinauszuges III gegen Serumalbumin, 
nephelometrisch gemessen. 
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Optimum-py-Kurve des Leucocyten-Glycerinauszuges II gegen Casein, 
nephelometrisch bestimmt. 


Die einzelnen Versuche wurden mit Enzymlésungen angestellt, 
welche jeweils aus frisch isolierten Leucocyten verschiedener gesunder 
Rinder gewonnen waren!. 


1 Die Gewinnung des Materials wurde durch das freundliche Ent- 
gegenkommen von Herrn Professor Dr. Stang, Direktor des Instituts fiir 
Tierzucht an der Berliner Tierarztlichen Hochschule, und seinem ersten 
Assistenten, Herrn Dr. Schwarz, erméglicht, denen auch an dieser Stelle 
bestens dafiir gedankt sei. 
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In einem derartigen Leucocytenextrakt (Nr. II) wurde der Kathepsin- 
gehalt aus dem ersten pq-Optimum gegeniiber Casein bei pq 3 zu 3,0 k. (e.) 
pro Kubikzentimeter berechnet (Versuch 110). Der Trockenriickstand 
dieses Glycerinauszuges wurde auf direktem Wege zu durchschnittlich 
0,7 mg pro Kubikzentimeter bestimmt. Daraus ergibt sich ein Kathepsin- 
wert von 4,37, der gut mit dem entsprechenden Wert fiir den rohen 
Milzextrakt III: K.(w.) = 4,74 tibereinstimmt. 


Durch diesen Befund wird es wahrscheinlich gemacht, daB die 
Protease der Leucocyten des Rindes nicht nur identisch mit derjenigen 
der Milz ist, sondern daB auch der Gehalt der beiden untersuchten 
Zellarten an diesem Enzym die gleiche GréBe besitzt. 


Demgegeniiber muB jedoch auf eine Beobachtung von K. G. Dernby (12) 
hingewiesen werden, welcher fand, da’ polynukleire Leucocyten der 
Ratte, die durch Einbringen von Aleuronat in die Pleurahélile gewonnen 
worden waren, imstande waren, gegeniiber Gelatine die gleiche Wirkung 
zu entfalten, wie eine mehrhundertfache Menge von Milz- oder Leber- 
gewebe. Er sagt: 

Die Leucocyten enthalten augenscheinlich viel gréfere Mengen 
pepsinartiger Enzyme als die anderen Gewebe. In dieser Beziehung aéhneln 
sie mehr den Hefe- als den Leberzellen.“ 


Nach dem hier erhobenen Befunde hat es nicht den Anschein, 
als ob die Protease der Leucocyten den Enzymvorrat fiir die tibrigen 
Gewebe (wenigstens beim Rinde) darstellt, wie dies neuerdings von 
W illstdtter (13) und friiher von Fiessinger (14) u. a. vermutet worden ist. 


Der Versuch, die Leucoprotease auch durch ihr Adsorptions- 
verhalten mit der Lienoprotease zu identifizieren, hatte kein eindeutiges 
Ergebnis, da die zur Verfiigung stehenden sehr geringen Leucocyten- 
mengen (aus 1 Liter Blut wurden etwa 0,5 g Leucocyten gewonnen) 
nur wenig Extrakt ergaben und demgema8 auch nur die Gewinnung 
sehr kleiner Enzymmengen in den Eluaten zulieBen. 


Bei dem einen derartigen Versuch, welcher ebenso wie bei den Milz- 
extraktversuchen angeordnet war, wurde eine nephelometrische Auf- 
spaltung von Casein bei pg 3 durch das Ammoniakeluat aus dem Kaolin- 
adsorbat nach 24stiindiger Einwirkung bei 37° von 6% beobachtet (Ver- 
such 113), in einem zweiten Falle (bei einem Phosphateluat) die noch 
schwachere Spaltung von 2,5%, welche allerdings auch auf eine schlechte 
Einstellung des Versuchs-pq (3,5 anstatt 3) zuriickgefiihrt werden kann. 
Dieser Wert fallt noch in die Fehlergrenze der Methodik (Versuch 115). 


Unter Zugrundelegung des entsprechenden durchschnittlichen Ver- 
lustes an Ferment bei Vornahme der Adsorption und ersten Elution mit 
Milzextrakten ware eine Spaltung des Caseins unter den Versuchs- 
bedingungen von etwa 2% zu erwarten gewesen. 


Der Trockenriickstand der Leucocyten wurde zu 13,2 % und ihr Aschen- 
gehalt zu 0,46% des feuchten Gewichts gefunden (Versuch 110). Da aus 
0,468 g feuchter Leucocyten insgesamt 12 ccm Glycerinextrakt mit einem 
Kathepsingehalt von 3k.(e.) pro Kubikzentimeter gewonnen wurden, 
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berechnet sich der Kathepsinwert der aschefreien Leucocytentrocken- 
substanz unter Annahme des gleichen Enzymverhiltnisses (Zellsubstanz 
/Extrakt = 1,6/1) wie bei der Milz zu k.(w.) = 0,966, welcher Wert hinter 
demjenigen fiir die Milz [k.(w.) = 1,27] zuriickbleibt. 

So blieb nur noch iibrig, die hier erhobenen Befunde in Uberein- 
stimmung mit den friiheren Angaben anderer Untersucher, wie z. 3. 
Miiller (15), zu bringen, welche in den Leucocyten des Rindes keine Protase 
fanden. Die Erklarung fiir diesen scheinbaren Widerspruch liegt in de1 
wenig empfindlichen Methodik (Serumplattenmethode von Jochmann), 
welche von diesen Autoren verwendet wurde. Vergleichshalber wurden 
hier einige derartige Versuche angestellt und Miillers Befunde bestatigt 
(siehe Versuche 111 und 112), trotzdem ja die Anwesenheit einer echten 
Protease, welche auch natives Albumin angreift, durch die nephelometrische 
Untersuchung sichergestellt worden war. 

Die von diesem und anderen Autoren aus den friiheren Befunden 
gezogenen SchluBfolgerungen beziiglich eines Zusammenhangs zwischen 
den Granula der Leucocyten und ihrem Enzymgehalt [z. B. Miiller (16) 
entbehren daher, wenigstens in qualitativer Hinsicht, der tatséchlichen 
Grundlage. 


b) Ereptase. 


Der essigsaure Glycerinauszug der Leucocyten, sowie ein durch 
20stiindiges Stehenlassen der Leucocyten bei 37° und leicht alkalischer 
Reaktion gewonnenes Autolysat zeigten gegen Leucyl-glycin unter den 
iiblichen Bedingungen nach 24 Stunden keine Spaltwirkung (Ver- 
suche 120 und 121). 

Eine der Milzereptase analoge Leuco-Peptidase war demnach 
nicht nachweisbar. 


IV. Versuchsprotokolle. 
I. Teil: Versuche tiber Milzproteinase. 


Optimum -pyg-Kurven der Milzproteinase gegeniiber verschiedenen 
Substraten in verschiedenen Enzymfraktionen : 


Abteilung A: Die Versuche 47 bis 56 enthalten die pq-Optimumkurven 
der Milzproteinase in verschiedenen Reinheitsstufen (Rohlésung, Restlésung, 
Eluat) gegeniiber Gelatine als Substrat. Und zwar wurde im Versuch 47 
das Optimum mittels der van Slyke-Methode und in den Versuchen 48 bis 56 
auf nephelometrischem Wege bestimmt. 


Versuch 47. 


pao-Optimum des Normalauszuges III gegen Gelatine, bestimmt nach 
van Slyke. 


Spaltansdtze: 10ccm Normalauszug Ill + 5cem 8%iger Gelatinelésung 
+ wechselnde Mengen Essigsiure bzw. NaOH + Aqna dest. zu 
20 ccm Volumen. 

Anjang: 3 ccm Entnahme; 0,15 ccm Leerwert ; 753,5 mm Luftdruck ; 20° C. 

Ende: 3ccm Entnahme; 0,15 ccm Leerwert; 748mm Luftdruck; 20°. 
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cken. Die angegebenen Aziditaten stellen den Durchschnitt der vor und nach 
stanz der Spaltung gefundenen Werte dar. 
ninter 1. Spaltung bei pa 3,19; Zuwachs pro 3 ccm: 0,186mg Amino-N. 
Zuwachs pro 9cem Ansatz: 0,2 ccm 0,2n N Hg. 
erein- 2. Spaltung bei pa 4,12; Zuwachs pro 3ccm: 1,089mg Amino-N. 
z. i, Zuwachs pro 9ccm Ansatz: 1,167 cem 0,2n NHg. 
naaed 3. Spaltung bei pa 6,13; Zuwachs pro 3ccm: 0,298 mg Amino-N. 
— Zuwachs pro 9ccm Ansatz: 0,319 cem 0,2n N Hg. 
wm) 
ota 4. Spaltung bei px 6,95; Zuwachs pro 3ccm: Omg Amino-N. 
Stict Zuwachs pro 9cem Ansatz: 0Ocem 0,2n NHg. 
iiten 5. Spaltung bei pg 7,42; Zuwachs pro 3ccm: 0mg Amino-N. 
‘ische Zuwachs pro 9cem Ansatz: Ocem 0,2n NHg. 
6. Spaltung bei pq 7,84; Zuwachs pro 3ccm: 0,225 mg Amino-N. 
nden Zuwachs pro 9ccm Ansatz: 0,241 ccm 0,2n N Hg. 
chen 7. Spaltung bei pq 8,28; Zuwachs pro 3ccem: 0,130 mg Amino-N. 
(16)) Zuwachs pro 9cem Ansatz: 0,139 ccm 0,2n NHg. 
ichen 8. Spaltung bei pq 8,89; Zuwachs pro 3ccem: Omg Amino-N. 
Zuwachs pro 9ccm Ansatz: Ocem 0,2n NHg. 
Dauer der Spaltversuche: 24 Stunden bei 37°. 
urch 
on Versuch 48. 
den ’ 
Car px-Optimum des Normalauszuges III gegen Gelatine, nephelometrisch 
oil bestimmt. 
Anordnung: Dieselbe wie iiblich, jedoch wurde der Auszug in einer 
rach 15tachen Verdiinnung zu den Spaltans&étzen zugegeben. 
Nephelometrische Bestimmung 
gegen Gelatine 22 Stunden bei etwa 40°. 
Be NE Ew ee Oe Se es % 
2. ‘a iy Rhee me ws Roe enw i SE 
anen 3. 99 >> PH 3,98 , neti wr ne oe oS » 99 19% 
4. Pa i ee ES NS SO ao eh +t 1 RG 
wen 5. = og a a es Se Pe ce, 
ung, 6. " » Pu 6,92 (Nullabnahme gibt geflockte Triibung mit 
1 47 Sulfoséure) 
s 56 ee, ee ee ee eee | 
Versuch 50. 
ach Zweimalige Behandlung von Normalauszug IIb bei pg 4 mit gereinigter 
Kaolinsuspension. Wirksamkeit der+ Restlésung gegen Gelatine nach 
— van Slyke von px 5 bis 9 gepriift. 
zu Anordnung: 20ccm Auszug Ilb wurden bei pg 4 (0,1 com Eisessig) 
zweimal mit je 15ccm einer Suspension behandelt, die pro 15cem 2,2 g 
0, gereinigtes Kaolin enthielt. Es wurden etwa 50 ccm Restlésung gewonnen. 


OC, Pu-Kurve gegen Gelatine gemessen nach van Slyke: 24 Stunden bei 37°. 
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Anfang: 4cem Entnahme; Leerwert 0,2 cem; Luftdruck 761 mm; Ter- 
peratur 19°. 

Ende: 4ccm Entnahme; Leerwert 0,2cem; Luftdruck 740mm; Tem- 
peratur 21°, 

Spaltansatz: 10ccm Restlésung + 5cem 8° ,iger Gelatinelésung + wec|)- 
selnde Mengen Natronlauge + Aqua dest. zu 20ccm Volumen. 








| Zuwachs 
Nr. | Pu Anfang | Ende ~ pro 4cem pro 9cem 
mg Amino-N eem 0,2n NH, 
1 Spaltung 4,91 1,5 2,05 0,274 0,22 
2 ” 6,25 1,5 1,82 0,148 0,119 
3 ms 7,74 1,55 1,80 0,107 0,086 
4 ns 8,80 1,7 1,80 0,08 0,0642 


Versuch 51. 
Zweimalige Adsorption von Normalauszug Ilb mit gereinigter Kaolin- 
suspension. pq-Optimum der Restlésung gegen Gelatine auf nephelo- 
metrischem Wege bestimmt. 


Anordnung: Normalauszug Ilb zweimal mit Kaolinsuspension be- 
handelt. Restlésung dreifach gegeniiber der urspriinglichen Rohlésung 
verdiinnt. 

Nephelometrische Bestimmung 


gegen Gelatine im iiblichen Ansatz. 24 Stunden bei 37°. 


1. Spaltung bei pq 2,72 (m/30 Milchséure). . . . . etwa 15% 
2 in » Pu 2,91 (Lactatpuffer 8/1). ....... 18% 
3 ” » Pu 3,29 ( Pe ers jy 4 
4. am » Pu 3,88 ( m ey eee 6 0 RY 
5. o » Pu 4,67 (Phosphatpuffer 1/19) ..... . 46% 
6 = » Pa 5,28 ( is se. 5s ce 
7. ” » Pu 6,41 ( “ Ne 6) 6.4.4 e ee 
8. Kontrolle ,, px 2,72 (m/30 Milchsfure). ....... 0% 
9 ia » Pu 6,41 (Phosphatpuffer 99/1) ...... 0% 


Versuch 52. 
Zweimalige Behandlung des Normalauszuges Ilb mit gereinigter Kaolin- 
suspension. py-Optimum der Restlésung gegen Gelatine auf nephelo- 
metrischem und kolorimetrischem Wege bestimmt. (Teilweise Wiederholung 
des Versuchs 64.) 


Anordnung: Normalauszug wie iiblich zweimal mit gereinigter Kaolin- 
suspension behandelt. Die gewonnene Restlésung war dann dreifach ver- 
diinnt gegeniiber der urspriinglichen Rohlésung. Sie wurde nicht weiter 
verdiinnt zu den iiblichen nephelometrischen Gelatineansétzen hinzu- 
gegeben. 

Analyse: Die wie iiblich mittels Sulfosalicylsiure erzeugten Triibungen 
wurden nicht nur im Nephelometer von Kleinmann, sondern auch bei 
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Durchsicht im Kolorimeter nach Dubosq gegeneinander verglichen, und 
zwar im Nephelometer iiber den Umweg des festen Standards. 





Gem messen 


‘ ephelo- olori- 
- Pu = ue ‘h Pon a 
0 6 0 y 
1 Spaltung 2,8 etwa 28 etwa 20 
2 s 3, 90 . 46 — 
3 ‘i 7.0 acs ae a 
4 a 7.56 al. 
5 Kontrolle 8,97 0 0 


Der mit beiden optischen Instrumenten erhaltene Kurvenverlauf 
war demnach nur quantitativ unterschieden. 


Versuch 55. 
pu-Optimum des Phosphateluats aus dem Kaolinadsorbat des Auszuges III 
gegen Gelatine nephelometrisch bestimmt. 


Anordnung: Eluat ebenso gewonnen wie in Versuch 83 beschrieben, 
jedoch unverdiinnt, also 1° ig an Na,gHPO,, angewendet. 


Nephelometrische Bestimmung 
gegen Gelatine, 24 Stunden bei 37°. 


1. Spaltung bei pu 2,20 (2cem Ejisessig)......... 0% 
S. MS » Pu 3,46 (2,56ccm n Essigsiure). .. etwa 49% 
S. = » Pu 4,05 (0,75cem n Essigsiure) . . a 40° 
4. - » Pu 4,76 (0,3cem n Essigsiure) . . ™ 32% 
5. Pe » Pu 6,75 (2 Tropfen n Essigséure) (Endab- 

nahme sah bei direkter Betrachtung heller aus als die 

Nullabnahme). . . > AOE 
6. Spaltung bei pa 7,20 (2eem n/ 100 NaOH) henee wie 

 ? * ae ae , td wees, oy ee 
7. Kontrolle bei py 4,05 (0,7 75cem n Skniind at Xe, ot 


Abteilung B: Die Versuche 57 bis 65 zeigen die gefundenen pg-Kurven 
der verschiedenen Enzymfraktionen gegen Serumalbumin. Die Be- 
stimmungen erfolgten nephelometrisch, da, wie in Abteilung C gezeigt 
werden wird, bei der Bestimmung nach van Slyke selbst beim opti- 
malen pq der Protease keine mebbaren Ausschlige bei Anwendung 
dieses Substrats erhalten werden konnten. 


Versueh 57. 
Pu-Optimum des rohen Normalauszuges III gegen Pferdeserumalbumin, 
nephelometrisch bestimmt. 


Anordnung: Zu den gewéhnlichen nephelometrischen Spaltansaétzen 
wurde zehnfach verdiinnter Normalauszug III gegeben. In dieser Ver- 
diinnung gab der Extrakt mit Sulfosalicylsdure nur noch eine schwache 
Opaleszenz. 
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Nephelometrische Bestimmung 
gegen Pferdeserumalbumin, 47 Stunden bei 37°. 


b, ee ee tt ee wh eh ee se os eM 
2. + ns << °3.4 6.4.0 S = v6 6 5 Oo Oe 
3. a » Pu 3,89. 27 % 
4. PP “2 ASS eee a eee 
5. “ apne +t 6 a sk oS oe ee eee oe | 
6. - Pe + oe 4 + Se URE 6s ww oe @ 9%, 
Se ee a a er er eee 


Versuch 60. 

Zweimalige Behandlung des Normalauszuges I1b bei pg 4 mit gereinigte: 
Kaolinsuspension. pg-Optimum der Restlésung gegen Serumalbumin 
nephelometrisch gemessen. 

Nephelometrische Bestimmung 
gegen Serumalbumin, 24 Stunden bei 37°. 


Der Gehalt der als Substrat verwendeten Serumalbuminlésung an 
Albumin wurde refraktometrisch zu etwa 0,22% bestimmt. 


1. Spaltung bei pa 2,77 (m/15 Milchséure). ..... . 15,6% 


2. a » Pu 3,20 (Lactatpuffer 4/1)....... 26% 
3. s > Pu 3,98 ( 3 Rk. gg 5 MM 
4. - » Pu 4,67 (Phosphatpuffer 1/19)... .. 5% 
5. ee » Pu 5,99 ( 9 EK ie en eo BH 
6. ™ » Pu 7,34 ( i eee os se + es OG 
7. Kontrolle ,, pa 2,77 (m/15 Milchsfure). ...... 0% 


Versuch 62. 
Px-Optimum des Phosphateluats aus dem Kaolinadsorbat des Normal- 
auszuges IIT gegen Casein nephelometrisch bestimmt. 


Anordnung: Eluat zur Spaltung unverdiinnt, also 1%ig an 
Na,HPO,, angewendet. 


Nephelometrische Bestimmung 
gegen Pferdeserumalbumin, 24 Stunden bei 37°. 

Spaltansdtze: 4cem Serumalbuminlésung, etwa 0,3%ig + 7,5 ccm 
m/15 Puffer verschiedener Aziditét + 11,5cem Aqua dest. = 23cm 
Volumen. Entnommen 5 cem, davon 4,5 ccm zur Nullabnahme verwendet, 
Rest verworfen. Zu den restlichen 18 cem wurden 2 ccm des Eluats gegeben. 
Endabnahme betrug 5 cem. 


1. Spaltung bei py 2,16 sy com n Milchséure)...... 4% 


is as » Pu 3,11 (7,5 ,, m/15 Milchséure) . . . . 15% 
3 ¥ » Pu 5,37 ie Me Ss eee - 6% 
4. i » Pa 6,15 (7,5cem m/15 KH,PO,- leone « 0% 
5. a » Pu 6,41 (Phosphatpuffer 1/19) ...... % 
6. mm » Pa 7,19 ( i | Sa se % 
7. Kontrolle ,, pa 6,15 (m/15 KH,PO,-Lésung) .... . 0% 
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Abteilung C: In den Versuchen 69 bis 88 wird die Bestimmung der 
Optimum -~ga-Kurven der verschiedenen Kathepsinfraktionen gegeniiber 
Casein als Substrat beschrieben. 

Bis auf die Versuche 69, 70 und 71, bei denen teilweise unter Anwendung 
der van Slykeschen Untersuchungstechnik gearbeitet wurde, sind diese 
Versuche saimtlich auf nephelometrischem Wege ausgefiihrt worden. Bei 
den Versuchen 69, 70 und 71 wurde dabei die Spaltung im iiblichen (konzen- 
trierten) van Slyke-Ansatz, bei den iibrigen Versuchen im (verdiinnten) 
nephelometrischen Caseinspaltansatz vorgenommen. In Versuch 72 wurde 
als Fermentlésung Rohextrakt, in den Versuchen 69 bis 71 und 73 bis 85 
Adsorptionsrestlésung und in den Versuchen 86 bis 88 Eluate verwendet. 


Versuch 69. 

Zweimalige Adsorption des Normalauszuges IIb bei pg 4 mit gereinigter 
Kaolinsuspension. pg-Optimum der Restlésung gegen Casein nach van Slyke 
bestimmt. 

Anordnung: 30cem Auszug Ib wurden bei py 4 (0,15 cem EHisessig) 
zweimal mit je 30 ccm der Suspension gereinigten Kaolins behandelt. Die 
durch Abzentrifugieren gewonnene Restlésung wurde auf 90 ccm, ent- 
sprechend dem dreifachen Volumen der urspriinglichen Rohlésung, mit 
Aqua dest. aufgefiillt. 


po-Optimum gegen Casein. 
gemessen nach van Slyke. 

Anfang: 4ccm Entnahme; Leerwert 0,18 cem; Luftdruck 756mm; Tem- 
peratur 20°. 

Ende: 4ceom Entnahme; Leerwert 0,18 cem; Luftdruck 747mm; Tem- 
peratur 20°. 

Spaltansatz: 10cem Restlésung + 5ccm 12%iger Caseinlésung + wech- 
selnde Mengen Essigséure oder Natronlauge + Aqua dest. zu 20 ccm 





Volumen. 
Zuwachs 
Nr. PH Anfang Ende | pro4ecm | pro 9ccem 
mg Amino-N cem 0,2n NH», 

1 Spaltung 3,03 1,70 1,40 0 0 

2 . 3,70 1,00 1,45 0,241 0,193 
3 e 5,37 1,52 3,39 0,986 0,792 
+ : 5,84 1,55 2,70 0,577 0,463 

5 . 7,97 1,66 2,22 0,303 0,243 
6 i 9,35 1,81 2,27 0,246 0,198 
7 Kontrolle 6,04 1,80 1,74 0 0 


Versuch 70. 


Zweimalige Behandlung des Normalauszuges IIb mit gereinigter Kaolin- 

suspension bei pg 4. Bestimmung der py-Optimumkurve gegen Casein auf 

nephelometrischem Wege und nach van Slyke, unter Benutzung desselben 
Spaltansatzes. 


Anordnung: Der Normalauszug IIlb wurde wie iiblich bei pg 4 zweimal 
mit Kaolin gereinigt und die nicht weiter verdiinnte Restlésung, deren 
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Volumen das Dreifache der urspriinglichen Rohlésung betrug, zu den Spalt. 
ansaétzen gegeben. 


Gemeinsame Spaltansdtze: 10ccm Restlésung + 5 ccm 12 %iger Caseinlésuny 
+ wechselnde Mengen Essigséiure + Aqua dest. zu 20 ccm. 


I. Bestimmung nach van Slyke. 


Anfang: Entnahme 4ccm; Leerwert 0,18 cem; Luftdruck 773mm; Tem.- 
peratur 20°. 


Ende: Entnahme 4ccm; Leerwert 0,16cem; Luftdruck 772mm; Tem- 
peratur 17°. 








Zuwachs 





Nr. Pu Anfang Ende pro 4cem pro 9cem 


mg Amino-N = cem 0,2n NH, 


1 Spaltung 2,37 2.06 1,70 | 0 0 

2 i 2,82 1,81 1,70 0 0 

3 ‘ 3,76 1,10 1,95 0,523 0,428 
4 m 5,14 1,42 2,83 0,86 0,69 
5 ‘ 6,53 1,80 1,95 0,117 0,101 
6 Kontrolle 6,53 1,95 1,42 0 0 


II. Nephelometrische Bestimmung. 


Zur nephelometrischen Bestimmung wurden die konzentrierten 
van Slyke-Ansétze immer a f das v@fache verdiinnt. 


Analyse: 5 ccm des (50fach) verdiinnten Ansatzes + 5 ccm Phosphat- 
puffer 99/1 + 5cem NaOH verschiedener Normalitét von n/10 bis n/75 
je nach der Aziditaét der Ans&étze + 7,5 ccm ges. Chinidinlésung = 22,5 cem 


Volumen. 


1. Spaltung bei py 2,37. . ....+.+. =.=. .- . undeutlich (8%) 
"aan NN i (5%) 
3. = » Pu 3,76... .. . . . . Bestimmung miSlungen 
“See Se Slaten eee 
eae AE Se ee ae oe es 


oe eh eS a | 


Demnach wurden bei beiden Bestimmungsarten das Optimum 
der pu-Kurve iibereinstimmend bei py 5 gefunden. 


Versuch 72. 
pxu-Optimum des Normalauszuges III gegen Casein 
nephelometrisch bestimmt. 


Anordnung: 1 ccm Normalauszug IIT wurde mit Aqua dest. auf 60 ccm 
verdiinnt und dieser 60fach verdiinnte Rohextrakt zu den tiblichen nephelo- 
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metrischen Spaltansétzen gegeben. Die Einstellung der gewiinschten 
Aziditéten wurde mit Essigséiure und Natronlauge vorgenommen. 


Nephelometrische Bestimmung 


gegen Casein, 24 Stunden bei 37°. 


5) es “EE oe aes 6 ee ee cw 8 OG 
2. ‘i a EN eee i i er: 3. 
3. ‘ eee ee ce eee ee 
4. ne » Pu 4,50. ...... . (stérkste Flockung) 12% 
5. ‘ i ct tad ak: Slane a ae oe ee 
6. pa Na wed: de alieads wu sle oe. « « Be 
s ro ee ee ee 
I ce OO Bi goed eel eo ee OS 


Versuch 73. 


po-Optimum des einmal mit gereinigter Kaolinsuspension bei px 4 
gereinigten Normalauszuges III gegen Casein auf nephelometrischem 
Wege bestimmt. 

Anordnung: 5cem Auszug III wurden mit 0,025cem Eisessig auf 
pu 4 gebracht und mit 5ccm der Kaolinsuspension, enthaltend etwa 0,37 g 
gereinigtes Kaolin, vermischt. Die durch Zentrifugieren gewonnene Rest- 
lésung wurde mit Aqua dest. auf 150 cem verdiinnt, so daB die zur Spaltung 
verwandte Lésung das 30fache Volumen der urspriinglichen Rohlésung 
besaB. 


Nephelometrische Pestimmung 
g 


j 
gegen Casein im tiblichen Ansatz, 24 Stunden bei 37°. 


nT Ce, 5 us et ts ee ee 3 we ee 
2 ni As ta a a es oe oe ee Ho 
3. " i ae wt SOS SER Ss fF RS 
4. . rice te. kk eb ee ok ee 
5 ‘6 ye eae ee a 
6 - i nL ole GN ss + oom 6 6 5 4 
7. - gtk 5 Wo eS oe oe 6} él 
ND co I ig cn a id, gee we ee «ee 


Einstellung der Aziditaét mit Essigsiure und Natronlauge. 


Versuch 86. 


Py-Optimum des Phosphateluats aus dem Kaolinadsorbat des Auszuges III 
gegen Casein nephelometrisch bestimmt. 


Anordnung: Die in Versuch 91 erhaltenen Adsorbate wurden vereinigt, 
mit Leitfahigkeitswasser gewaschen und nach Zentrifugieren mit 30 ccm 
einer 1%igen Na,gHPO,-Lésung eluiert. Das durch Abzentrifugieren 
gewonnene Eluat wurde auf das Doppelte verdiinnt, die zu den Ansitzen 
gegebene Fermentlésung war demnach 0,5° ig an NagH PO,. 
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Nephelometrische Bestimmung 
gegen Casein in den itiblichen Ansétzen, 22 Stunden bei 37°. 


Sy ee CI oN ee ee ee bs OS oe ay 
2. mi nn ¢0s os + ee Se ek SoU See eee 
3. TE a ee ahs es eed 
4. = See oe eee re ee fe 
Oa ee SEA TP Pere wae  —s 
6. A SS ra Ora Mere 
: A a SE 3 Or a ee a ee |. 4 
ie ED on) I ng yg gle eg Ie 


Aktivierung des Kathepsins. 


Abteilung A: In den Versuchen 89 bis 95 wird die Aktivierung 
der im Rohextrakt und in Eluaten enthaltenen Milzprotease gegeniiber 
Gelatine und Casein mittels Schwefelwasserstoff dargestellt. Es wurde 
durchgaéngig nephelometrisch gearbeitet. 


Eine Zusammenstellung der Ergebnisse ist in der Tabelle I gegeben. 


Versuch 92. 
Versuch der Wirkungsverstérkung des Phosphateluats aus Auszug III 
gegen Gelatine mittels Schwefelwasserstoff, nephelometrisch gemessen. 


Anordnung: Aus 30cem Normalauszug III wurde in iiblicher Weise 
ein erstes Phosphateluat von 30ccm gewonnen. Zur Aktivierung diente 
eine wiasserige H, S-Lésung, deren Gehalt an Schwefelwasserstoff durch 
Titration zu 0,018 % ermittelt wurde. Die Fermentgemische, welche gleiche 
Eluatmengen mit verschiedenen Mengen der H,S-Lésung enthielten, 
wurden ohne Inkubationszeit sogleich zu den Spaltansiétzen gegeben. 


Nephelometrische Bestimmung 
gegen Gelatine im iiblichen Ansatz bei pq etwa 3, 24 Stunden bei 37°. 
1. Ohne HCN (Fermentgemisch: 5ccm Eluat + 2,5cem Aqua dest.). 
Spaltversuch etwa 40°%,; Kontrolle 0%. 
2. 0,009 mg H,S pro Kubikzentimeter Eluat (5 ccm Eluat + 0,25 ccm H,S- 
Lésung + 2,25ccm Aqua dest. = 7,5 ecm). 
Spaltung etwa 54%. 
3. 0,018 mg H,S pro Kubikzentimeter Eluat (5cem Eluat + 0,5 cem H,S- 
Lésung + 2,0cem Aqua dest. = 7,5 ccm). 
Spaltung etwa 55%. 
4. 0,036 mg H,S pro Kubikzentimeter Eluat (5cem Eluat + leem H,>- 
Lésung + 1,5ccm Aqua dest. = 7,5 ccm). 
Spaltung etwa 59%. 
5. 0,072 mg H,S pro Kubikzentimeter Eluat (5ccm Eluat + 2cem H,°%- 
Lésung + 0,5cem Aqua dest. = 7,5 ecm). 
Spaltung etwa 61,5%. 


Ergebnis: Eine erhebliche, mit steigenden H,S-Mengen schwach 
ansteigende, Wirkungsverstirkung gegen Gelatine. 
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Versuch 95. 
Versuch, das Phosphateluat aus Auszug III gegen Casein mittels Schwefel- 
wasserstoff zu aktivieren. 

Anordnung: Aus 30cem des Normalauszuges 11] wurden auf tibliche 
Weise 30 cem sekundaéren Phosphateluats gewonnen. Das Eluat wurde mit 
0,15cem Hisessig auf pq etwa 4 gebracht und in den Fermentgemischen 
mit wechselnden Mengen H,8S vor der Zugabe zu den nephelometrischen 
Spaltansétzen 60 Minuten bei 37° belassen. Es wurde wieder die H,S- 
Lésung der vorherigen Versuche, welche pro Kubikzentimeter 0,185 mg 
H,S enthielt, verwendet. 

Nephelometrische Bestimmung 
gegen Casein, 17 und 26 Stunden bei 37°. 
1. Ohne H,S (7,5 ccm Eluat + 7,5cem Aqua dest.) (pp 4,4). 
Spaltversuch bei py 3,41: nach 17 Stunden 36,7 °% ; 26 Stunden etwa 40%. 
Kontrolle bei px 3,4: nach 26 Stunden 0°%. 
2. 0,037 mg H,S pro Kubikzentimeter Eluat (7,5 ccm Eluat + 1,5 ccm H,S- 
Lésung + 6,0ccm Aqua dest., py 4,4). 
Spaltversuch bei py 3,29: nach 17 Stunden 41,7 °, ; 26 Stunden etwa 45 % 
3. 0,074 mg H,S pro Kubikzentimeter Eluat (7,5 ccm Eluat + 3,0 ccm H,S- 
pet + 4,5cem Aqua dest., py 4,4). 
Spaltversuch bei py 3,26: nach 17 Stunden 44,8 % ; 26 Stunden etwa 46%. 


Demnach war die Spaltung nach 17 Stunden bereits zum Stillstand 
gekommen. Es wurde durch den Schwefelwasserstoff eine schwache 
aber deutliche Aktivierung erzielt! 


Abteilung B: In den Protokollen 96 bis 102 werden die Versuche 
gegeben, die Wirkung der in Rohlésungen oder in Eluaten enthaltenen 
Milzprotease gegentiber Casein und Gelatine mittels Zusatzes von Blau- 
siure zu verstarken. 

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in der Tabelle I zusammen- 
gestellt worden. 

Versuch 97. 
Versuch, die Wirkung des Normalauszuges III gegen Casein mit’ Blauséure 
zu steigern. 

Keine Inkubationszeit! 


Nephelometrische Bestimmung 
gegen Casein im iiblichen Ansatz bei py etwa 3, 24 Stunden bei 37°. 
1. Ohne HCN 


OE ee ee ee eee A 
Konirolle .... . eae ee oe. S| 
. 04mg HON pro Kubikeentimeter verdiinnten Auszug: 
Spaltversuch .... - . « awa 9% 
3. 0,8mg HCN pro suhiieatenntee verdiinnten Auszug: 
Spaliversuch ..... - - - Otwa 41,5% 


Ergebnis: Bei 2. geringe, bei 3. , jedoch eine erhebliche Wirkungs- 
steigerung gefunden! 
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Versuch 98, 


Versuch einer Wirkungssteigerung des n/114 NH,-Eluats gegen Casein 
durch Blauséure, nephelometrisch gemessen. 


Anordnung: Aus 30 ccm Normalauszug III wurden in iiblicher Weise 
30 cem n/114 NH,-Eluat gewonnen. 


Zur Aktivierung wurde eine Blauséurelésung hergestellt ; 0,5 g Kalium. 
cyanid wurden in etwa 40 ccm Aqua dest. gelést und mit 7,45 ccm n Salz- 
siure gegen Methylrot auf neutral titriert. Sodann wurde auf 100 cem mit 
Aqua dest. aufgefiillt. 1 cem dieser Lésung enthielt demnach 2mg HCN. 


Der ferner benutzte Citratpuffer (m/15) wurde hergestellt, indem 
4,5cem mol. Citratlésung (sekundaér) + 5,5cem n HCl mit Aqua dest, 
zu 150 cem aufgefiillt wurden. 


Die einzelnen Fermentgemische wurden vor der Zugabe zu den iiblichen 
nephelometrischen Spaltansétzen (fiir Caseinspaltung bei pq etwa 3) 
45 Minuten bei 37° gehalten. Sodann wurden immer 4cem zum Spalt- 
ansatz gegeben. 


Nephelometrische Bestimmung 
gegen Casein, 24 Stunden bei 37°. 
1. Ohne HCN (Fermentgemisch: 5cem Eluat + 2,5cem Citratpuffer 
+ 2,5cem Aqua dest. = 10 ccm). 
Spaltung bei pa etwa 3 19%; Kontrolle 0%. 
2. 0,.lmg HCN pro Kubikzentimeter Eluat (5ccm Eluat + 2,5 ccm Citrat- 
puffer + 0,25cem HCN-Lésung + 2,25 Aqua dest.). 
Spaltung bei pu etwa 3 etwa 17%. 
3. 0,2mg HCN pro Kubikzentimeter Eluat (5ccm Eluat + 2,5cem Puffer 
+ 0,5ceem HCN-Lésung + 2,0cem Aqua dest.). 
Spaltung bei pu etwa 3 etwa 14%. 
4. 0,4mg HCN pro Kubikzentimeter Eluat (5ccm Eluat + 2,5cem Puffer 
+ 1,0cem HCN-Lésung + 1,5cem Aqua dest.). 
Spaltung bei py etwa 3 etwa 15°). 
5. 0,8mg HCN pro Kubikzentimeter Eluat (5 ccm Eluat + 2,5cem Puffer 
+ 2,0cem HCN-Lésung + 1,0cem Aqua dest.). 
Spaltung bei pa etwa 3 etwa 15%. 


Ergebnis: Keine Wirkungssteigerung beobachtet. 


Versuche zur Kinetik. 


In den Versuchen 103 bis 108 wurde die Menge der in den Roh- 
extrakten oder in den Eluaten enthaltenen Milzprotease bei gleicl- 
bleibender Substratkonzentration variiert. Als Substrate dienten Casein. 
Albumin, Gelatine. Die Bestimmungen wurden simtlich nephelo- 
metrisch ausgefiihrt. 
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Versuch 103. 
Variierung der Fermentmenge bei gleichbleibender Substratkonzentration. 
Normalauszug III gegen Casein, nephelometrisch. 
Anordnung: Verschiedene Verdiinnungen des Normalauszuges III 
wurden zu den tiblichen nephelometrischen Spaltansétzen mit Casein bei 
pu etwa 3 gegeben. Die geometrische Verdiinnungsreihe hatte den 
Faktor 1,3. 
Nephelometrische Bestimmung 
gegen Casein bei py etwa 3, 24 Stunden bei 37°. 
1. Auszug verdiinnt 1: 60: 


EE ee ee |. 
2. Auszug verdiinnt 1: 46,2: 

RE is ra Se a el Le fy se 
3. Auszug verdiinnt 1: 35,6: 

er a er 
4. Auszug verdiinnt 1: 27,4: 

..... ran er enor 


5. Auszug verdiinnt 1: 21: 
ee eee ee 

6. Kontrolle mit abgekochtem Ferment: Auszug, verdiimnt 1: 21: 

ee ee en ra 


Versuch 108. 


Variierung der Fermentmenge bei gleichbleibender Substratkonzentration. 
Erstes Phosphateluat gegen Albumin. 
Anordnung: Aus 60 cem Normalauszug III wurden in iiblicher Weise 
60 cem erstes Hluat mit 1° iger NagH PO,-Lésung gewonnen. Wechselnde 
Mengen dieses Eluats wurden, auf ein Volumen von 4cem mit dem Eluens 
aufgefiillt, zu den tiblichen Albuminansétzen gegeben. 


Spaltansatz: 5ccem Albuminlésung, etwa 0,7%ig + 15cem m/15 
Lactatpuffer 1:1 -+ Aqua dest. zu 46 ccm. 








Fermentgemische : 1 2 3 4 
Faktor 1.3 | RS ge ia 4,0 cem 3,1 com 2,4 cem 1,8 eem 
“| Eluens jee 09 , ae 2.2 
Summe: 4.0 com 4,0 cem 4,0 com 4,0 ecm 


Nephelometrische Bestimmung 


gegen Albumin bei pq etwa 4, 47 Stunden bei 37°. 


i eee Ge SES se OO. 4 rw BABES 
OS ee Se oo a a 6 al) ss Sa ee, a, 
= OMAR Ay ie Se Se ae «A 
4. 1,8 com. 14,2% 


5. Semis 16 com: Bas): ow sw www ee eo OY 
Biochemische Zeitschrift Band 222. 8 
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Berechnung zu Versuch 108. 


Pro Analyse etwa 3,5 mg Albumin. 





Nr. Eluat pro Analyse Spaltung Abgebautes A. 
ecm 9 mg 
1 0.5 34,9 1,22 
2 0,39 25,4 0,88 
3 0,3 21,6 0,76 
4 0,225 14,2 0,497 
Schiitz sche Regel p 7 . Direkte Proport onalitat p = 
PF 
1,22 a 1,22 
lL. @ = 1,72  —— - 2,44. 
) 0.5 OD 
0,8 0,88 : 
2. . = 335. p , = 2,25. 
) 0,39 0,39 
0,76 0.76 
3 p= 1,20, p= 2 = 2,58. 
)0,3 0,3 
0,497 497 
4. oS, =: 30h ee a On 


Pe 0.225 0,225 

Ergebnis: Bei der Einwirkung des ersten Phosphateluats auf 
Serumalbumin wird in gewisser Annaherung das Gesetz der direkten 
Proportionalitat befolgt. 


II. Teil: Versuche iiber Leucoprotease. 


In den Versuchsprotokollen 109 bis 115 sind die Versuche zu- 
sammengestellt, welche den Nachweis und das Studium der Leuco- 
proteinase betreffen. 

In den Versuchen 109, 110 und 113 wird auBerdem die Technik 
der Isolierung der Leucocyten aus Rinderblut und die Gewinnung von 
Leucocytenextrakten beschrieben. 


Versuch 109. 


Isolierung von Leucocyten aus Rinderblut. Priifung des Autolysats und des 
Glycerinauszuges gegen Casein, nephelometrisch. 

Einem gesunden weiblichen Rinde wurden durch Punktion der Hals- 
vene etwa 200ccm Blut entnommen. Es wurde in einer mit Glasperlen 
beschickten Flasche aufgefangen und durch 30 Minuten langes mildes 
Schiitteln defibriniert. Nach der Filtration durch Glaswolle wurden 185 ccm 
Filtrat (Serum + geformte Elemente) erhalten, in welche rasch 231 ccm 
Sziladrdsches Saéuregemisch (4 Teile 2,5°,ige Essigsiure auf 1 Teil 2°, ize 
Weinsaéure) gegeben wurden. Nach Eintritt vélliger Hamolyse wurden 
326ccm 2 %ige Kalilauge hinzugegeben und die schwach alkalisch reagieren de 
Mischung etwa 5 Minuten bei etwa 1000 Touren zentrifugiert. Die ver- 
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einigten Riickstande wurden dreimal unter jedesmaligem Zentrifugieren 
mit Ringerlésung gewaschen. Es wurden so 0,122 g feuchter, weiber Riick- 
stand erhalten, welcher in 5 cem Aqua dest. unter Zugabe von etwas Chloro- 
form suspendiert wurde. Die Zéhlung ergab einen Gehalt von 1500 Leuco- 
cyten pro Kubikmillimeter. In den 5cem Suspension waren demnach 
7,5 Millionen Leucocyten enthalten. Ein von dieser Suspension an- 
gefertigter gefarbter Ausstrich zeigte Haufen von teils unveranderten, teils 
gequollenen oder sonst deformierten Leucocyten, jedoch keine Erythro- 
cyten. Die Suspension wurde nunmehr zwecks Autolyse 22 Stunden 
bei 37° gehalten und eine weitere halbe Stunde schwach mit Essigséure 
angeséuert bei 38°. Das durch Zentrifugieren gewonnene Autolysat 
wurde auf 5ccem aufgefiillt und seine Wirkung gegen Casein gepriift. 
Der Riickstand wurde unter 3ccm 87%igen Glycerins + 2 Tropfen 
verdiinnter Essigsiure etwa 24 Stunden bei 38° gehalten und nach Auf- 
fiillen auf 7cem mittels Aqua dest. ebenfalls gegen Casein gepriift. 


Nephelometrische Bestimmung 
bei pa etwa 3 gegen Casein bei 38°. 
1. Autolysat: 
Spaltung nach 26 Stunden 21,3°,, nach 43 Stunden 22,5%. 
2. Essigsaurer Glycerinauszug: 
Spaltung nach 17 Stunden 21,3%, nach 23 Stunden 23,1 %. 


Versuch 110. 


Isolierung von Leucocyten aus Rinderblut nach Szildrd, Herstellung eines 
Glycerinextraktes. Bestimmung des Trockenriickstandes und _ des 
pPu-Optimums gegen Casein. 

Zur Gewinnung der Leucocyten wurde, wie im vorangehenden Versuch 
beschrieben, verfahren. Auf 590 cem des defibrinierten Blutes wurden etwa 
738 com des Saéuregemisches und etwa 1025 ccm der Kalilauge verbraucht. 
Das Gewicht des feuchten, zweimal mit Ringerlésung gewaschenen Riick- 
standes betrug 0,468g. Die Ausstriche davon zeigten fast vdéllig reine 
Leucocytenhaufen, deren Kerne scharf sichtbar waren. Wenige Leucocyten 
waren beschédigt, nur ganz vereinzelt wurden rote Blutkérper gefunden. 
Die Masse wurde 4 Stunden bei 37° mittels 10cem 87%igen Glycerins 
und: 2 Tropfen n-Essigséure unter mehrmaligem Umschiitteln bélassen und 
sodann langsam durch Faltenfilter filtriert. Es wurden 10ccem Filtrat 
erhalten, die mit 2cem Glycerin auf ein Volumen von 12 ccm aufgefiillt 
wurden. (Gleiche Mengenverhialtnisse wie oben.) 


1. Trockenriickstande. 
a) der feuchten, extrahierten Leucocyten: 
13,2°% des Feuchtgewichtes: Trockenriickstand. 
046% a. Asche. 


b) des Glycerinextraktes: 
1. 0,0008 g Trockenriickstand pro Kubikzentimeter Auszug. 
Asche nicht wégbar. 
2. 0,0006 g Trockenriickstand pro Kubikzentimeter Auszug. 
Asche nicht wagbar. 
Durchschnitt: 0,0007 g Trockenriickstand pro Kubikzentimeter Extrakt. 
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2. po-Optimum gegen Casein, 


nephelometrisch bestimmt. 


Zu der Bestimmung wurde der Glycerinauszug doppelt verdiinnt 
angewendet. 


Spaltansdize: 3,65cem 9,25°%ige Caseinlésung + Essigsiure bzw. 
Natronlauge -++ Aqua dest. zu 14cem Volumen. Entnommen 5 ccm, davon 
4,5 ccm fiir Nullabnahme. Rest 9ccm + 1 ccm des verdiinnten Auszuges. 
5cem Endabnahme. Nullabnahme 4,5ccem + 0,5cem Fermentlésung. 
Rest des Spaltansatzes fiir py-Bestimmung verwendet. 
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Die erhaltene Kurve stimmt in ihrer Form mit derjenigen der 
Milzprotease tiberein! 


Versuch 113. 


Isolierung von Leucocyten aus Rinderblut nach Szildrd. Versuch der 
Proteaseadsorption mittels Kaolin und der Elution mit n/114 NH3. 


Anordnung: Nach der gleichen Methode wie in Versuch I und II 
wurden aus 620 ccm defibriniertem Rinderblut + 775,5 cem Séuregemisch 
+ 1077cem Lauge und Waschen des Riickstandes mit Ringerlésung 
0,4212 g feuchter, rétlicher Leucocyten gewonnen. Diese wurden 4 Stunden 
bei 37° mit 5ccem 87%igen Glycerins + 3 Tropfen n-Essigsiure digeriert 
und iiber Nacht filtriert; das Filtrat wurde mit 87°%igem Glycerin aut 
6ccm aufgefiillt. Dieser Glycerinextrakt enthielt etwa das Doppelte an 
Extraktstoffen, wie der im zweiten Versuch gewonnene Auszug. Der er- 
haltene Auszug gab mit Sulfosalicylsiure eine weife Tiiibung, mit 
Chinidinlésung keine Triibung. 


Adsorption und Elution: 1,5ccm des Auszuges wurden auf 3 ccm mit 
Aqua dest. verdiinnt, mit 0,14ccm n Essigsiéure angeséuert und unte! 
jedesmaligem Zentrifugieren zweimal mit je 3ccm der gereinigten Kaolin- 
suspension behandelt. Die Adsorbate wurden nach dem Waschen mit 
3ccm Leitfahigkeitswasser mit 3ccm n/114 NH, 120 Minuten eluiert. Das 
Eluat wurde gegen Casein gepriift. 


Nephelometrische Bestimmung. 


Ansatz: 7,3cem 0,25%ige Caseinlésung + 1,8cem n_ Essigséure 
+ Aqua dest. zu 28cem Volumen. Entnommen 10 ccm, davon je 45 ccm 
fiir die Nullabnahmen, Rest 18 ccm + 2 ccm Eluat = 20 cem Endabnahmen 
je 5cem Nullabnahmen + 0,5 ccm Eluat. 


Spaltung nach 24 Stunden bei 37°, pq 3,1: 61%. 
‘ 
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Versuch 114. 
pu-Optimum des in Versuch V gewonnenen Leucocytenauszuges gegen 
Pferdeserumalbumin, nephelometrisch. 
Anordnung: Zur Spaltung wurde der in Versuch V gewonnene Glycerin- 
auszug doppelt verdiinnt angewendet. 
Spaltansdize: 1,5ccm Pferdeserumalbuminlésungen, etwa 0,7 %ig 
5cem m/15 Puffer verschiedener Aziditét + Aqua dest. zu l4cem. 
Entnommen 5cem, davon 4,5 cem fiir die Nullabnahme. Rest von 9 ccm 
leem des verdiinnten Auszuges = 10ccm Volumen. 
Endabnahme 5ccm, Nullabnahme 4,5 ccm + 0,5ccm Fermentlésung. 


Nephelometrische Bestimmung 
gegen Serumalbumin, 42 Stunden bei 38°. 
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Ergebnis: Die gefundene Kurve entspricht derjenigen, welche bei 
Untersuchung der Milzprotease gefunden wurde! 


Versuch 115. 
Versuch, die Protease aus dem Leucocyten-Glycerinauszug mittels Kaolin 
zu adsorbieren und Phosphatlésung zu eluieren. 
Anordnung: Die gleiche wie in Versuch 113. An Stelle des n/114 NH, 
1%ige NagH PO,-Lésung zur Elution benutzt. Es wurde der in Versuch 121 
gewonnene Glycerinauszug verwendet. 


Spaltansdtze: 3,65 ccm 0,25 °,ige Caseinlésung + 0,91 ccm n Essigséure 


+ 9,44ceem Aqua dest. = 14cem Volumen. Entnommen 5ccm, davon 
4,5 ccm fiir Nullabnahme. Rest von 9cem + 1] cem Eluat = 10cem. End- 


abnahme 5ccm. Nullabnahme + 0,5cem Eluat. 


Nephelometrische Bestimmung 
gegen Casein bei pq 3,49 (erstes Optimum nicht getroffen), 22,5 Stunden 
bei 38°. 
eee ee a a eae eee 


Die gefundene Spaltung liegt noch innerhalb der Fehlergrenze der 
Methodik ! 


III. Teil: Erepsinversuche. 


Abteilung A: Versuche mit Milzereptase. Protokolle 116 bis 119. 
Siehe auch beziiglich des Ereptasegehalts der rohen Milzextrakte Versuche 16, 
19, 20 und 42. 


Eine Zusammenstellung der Ergebnisse befindet sich in den Tabellen VI 
des [. Teiles und IV des II. Teiles. 
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Versuch 116. 
Bestimmung des pg-Optimums der Milzereptase gegen Leucyl-glyci: 
Spaltansdize: 10cem m/10 Leucyl-glycinlésung 
+10 ,, 0,2 mol. Phosphatpuffer wechselnder Aziditat, 
+ 1 ,, Normalauszug III, 
2 ,, Aqua dest. 
23ccm Volumen. Ansitze zur Titration in 
100 ,, etwa 97°%iges Methanol gegossen. 
Spaltzeit: 60 Minuten bei 30°. 
1. Spaltung bei py 5,23: Nullwert 16,30 | 
. i Zuwachs: 0,19cem 0,2n KOH 
Endwert 16,49 | . — 


Zz. sd » Pu 7,06: Nullwert 9,03 Z 0.42 
Luwachs: 0,42 ccm. 
Endwert 9,45 | ne apes 
3. - + PHuetwa: Nullwert 6,27 | 
é ~- a. ; Luwachs: 1,40 cem. 
Endwert 7,67 | 
4. mn » Pu 9,07: Nullwert 6,26 | 
‘ mone {| LZuwachs: 0,80 ccm. 
Endwert 7,06 | 


Ausgepriigtes pq-Optimum bei pg 8 gelegen. 


Versuch 118. 


Peptidasebestimmung in Schnellauszug Ia mit Leucyl- und Glycyl-glycin 
als Substrat. 


I. Mit Leucyl-glycin als Substrat. 

Spaltansatz (py = 8,3): 

5 cem Phosphatpuffer (0,2 mol., py 8), enthaltend 0,1882 ¢ 

Leucyl-glycin, 

2 ,, Schnellauszug Ia, 
2 =, 87%iges Glycerin, 
0,5 ,, n Ammoniak, 
0,5 ,, Aqua dest. 


10 ccm 
Zur Titration in 90cem Methanol (85cem Methanol abs. + 5 ccm 
H,0) gebracht + 2 cem 0,5°%ige Thymolphthaleinlésung. 
Spaltung: 
Nullwert-Titration . . 5,68cem n/5 KOH 
nach 60 Minuten bei 30° 7,51 ,, n/5 KOH = 1,83 cem Zuwachs 
» 120 pet » 380° 7,83 , n/6 KOH = 2,15 ,, We 


Kontrolle mit abgekochtem Ferment : 
Nullwert ...... . 5,55ceem n/5 KOH 
5,6 ,, n/5 KOH kein Zuwachs 


nach 120-Minuten bei 36° 
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Il. Mit Glycyl-glycin als Substrat. 
Spaltansatz (pq = 8,57): 


Derselbe wie in I., nur an Stelle des Leucyl-glycins 0,132 g Glycyl- 
glycin = m/1000. 


Nullwert ...... . 7,56ccm n/5 KOH 
nach 60 Minuten bei 30° 8,05 ,, n/i KOH = 0,49ceem Zuwachs 
120 i » 60° 8,30 , n/S6 KOH = 0,74 ,, os 


Abteilung B. Die Versuche 120 und 12! zeigen, daB in den Extrakten 
der Leucocyten kein der Milzereptase gleichartiges Enzym nachweisbar ist. 


Versuch 120. 
Ereptasenachweis im Leucocytenauszug. 
Es wurde dazu der im Versuch II gewonnene Glycerinauszug verwendet. 
Spaltansdtze (py 7,66): 
5 cem Leucyl-glycinpuffergemisch (enthaltend 0,1882 g 
Leucyl-glycin in 0,2 mol. Phosphatpuffer, (pg 7,8). 
O23 , vn Nilg 
10 ,, Leucocytenauszug, 
3.8 ,, Aqua dest. 
10 cem Volumen. 
Kein Glycerin vorhanden, auBer dem Glycerin des Auszuges. 
Zur Titration in 90 cem (85 cem Methanol + 5 cem Aqua dest.) gegeben 
= 100 Volumen. 


Nullwert: 5,58 cem 0,2 n KOH . Faktor, nach 24 Stunden 37°: 5,41 cem 
0.2n KOH. Kein Zuwachs. 


Ergebnis: Der essigsaure Glycerinauszug der Leucocyten enthalt 
bei diesen Untersuchungsbedingungen kein Leucyl-glycin spaltendes 
Ferment. ' 


Versuch 121. 


Isolierung von Leucocyten aus Rinderblut nach Szilérd. Herstellung eines 
Glycerinauszuges eines Autolysats. Priifung des Autolysats auf Ereptase. 


Anordnung: In iiblicher Weise wurden aus 450 ccm defibriniertem 
Rinderblut + 570 cem Saéuregemisch -+- 790 ccm Lauge insgesamt 0,3488 g 
feuchte Leucocyten gewonnen. Von diesen wurden 0,1682g¢ mit 3 ccm 
87% igen Glycerins und 4 Tropfen n Essigséure 4 Stunden bei 37° digeriert 
und iiber Nacht unter Zugabe von etwas Glycerin filtriert. Gewonnen: 
35cem Auszug. Die restlichen Leucocyten im Gewicht von 0,1806 g 
wurden unter Zugabe von 5ccm m/15 Thosphatpuffer, py 8, und etwas 
Toluol 20 Stunden bei 37° autolysiert. Nach Abfiltrieren von den stark 
aufgequollenen Leucocyten wurden 5ccm eines leicht getriibten Auto - 
lysats gewonnen. 


120 H. Kleinmann u. K. G. Stern: 


Ereptasebestimmung im Autolysat. 

Spaltansatz: 5cem Leucyl-glycinpuffergemisch + 0,4cem nN ii, 
+ 3,6 ccm Aqua dest. + 1,0 cem Autolysat = 10 cem, py 7,27, zur Titration 
in 90 cem (85cem Methanol + 5cem Aqua dest.) gegeben. 

Nullwert: 5,25 cem 0,2n KOH . Faktor, nach 24 Stunden 38°: 5,15 com 
0,.2n KOH. Kein Zuwachs. 

Ergebnis: Im Autolysat unter diesen Untersuchungsbedingungen 
kein Leucyl-glycin spaltendes Ferment nachweisbar! 


V. Zusammenfassung’. 


1. Die Optimum-py-Kurven des Kathepsins wurden gegeniiber 
Albumin, Casein und Gelatine sowohl an ungereinigten Extrakten 
aus Rindermilz, wie auch bei fortschreitender Reinigung studiert. 

Die Untersuchung wurde mittels Bestimmung der N H,-Gruppen 
nach van Slyke, zum gréBeren Teil aber mit nephelometrischen Methoden 
ausgefiihrt. In Ubereinstimmung mit Waldschmidt-Leitz wurde gefunden, 
daB ungereinigte Milzextrakte eine Spaltungskurve liefern (nach 
van Slyke bestimmt), die ein ausgepragtes Optimum bei py etwa 4. 
ein weit schwacheres Optimum bei pq etwa 8 aufweist. Nach mehr- 
facher Behandlung mit Kaolin verschwindet das Optimum bei py 8 
Es beruht auf einem Zusammenwirken der bei py 4 optimalen Ereptase- 
wirkung mit der bei 8 noch minimalen Wirkung der bei py 4 optimal 
spaltenden Proteinase. 

Mit nephelometrischer Methodik, die ausschlieBlich die Proteinase. 
wirkung mi®t, wurde mit ungereinigtem Glycerinauszug gegen Gelatine 
allein ein Optimum bei py 4 bis 5 gefunden. 

Gereinigte Fermentlésungen (Phosphateluate) zeigten ein Optimum 
gegen Gelatine zwischen py 2 bis 4. 

Durch Anwendung der nephelometrischen Methode auf die Unter- 
suchung der Milzproteinase gelang des weiteren der Nachweis, daB das 
Enzym natives Eiwei® (Serumalbumin) angreift. Und zwar lieB sich 
die Wirkung auf das Substrat unabhaingig von der Wirkung auf das 
Eigeneiwei8 der Fermentlésung (Autolyse) verfolgen. 

Der optimale Wirkungsbereich des ungereinigten Glycerinextrakts 
gegen Serumalbumin wurde zwischen py 2,6 bis 5,6 mit einem wenig 
ausgepragten Maximum bei pg etwa 4 gefunden. 

Mit Kaolin gereinigte Ausziige, ebenso wie Phosphateluate von 
Kaolinadsorbaten, gaben Spaltungskurven mit einem Optimum 
zwischen py 3 bis 4. 

Es zeigt sich somit bei Gelatine wie bei Albumin, daB mit fort- 
schreitender Reinigung des Ferments eine Einengung des Gebietes «er 


1 Zusammenfassung des I. Teiles dieser Arbeit siehe Seite 81. 
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optimalen Wirksamkeit sowie eine geringe Verschiebung der Lage der 
Optima nach dem sauren Gebiet zu einhergeht. 

Casein als Substrat lieferte verschiedene py-Optimumkurven, je 
nachdem die Spaltung im konzentrierten Ansatz fiir die van Slyke- 
Bestimmung oder im verdiinnteren nephelometrischen Spaltansatz 
vorgenommen wurde. Dabei war es fiir das Ergebnis ohne Bedeutung, 
ob die endgiiltige Analyse nach van Slyke oder nephelometrisch aus- 
gefihrt wurde. Bei einer Spaltung im konzentrierten Ansatz besa 
die px-Optimumkurve ein einziges Maximum zwischen py 5 und 6. 
Wurde dagegen in einem verdiinnten Ansatz gespalten, so wies die 
Kurve zwei Maxima auf, das erste bei py 3 und das zweite bei pa 5 
liegend, mit einer mehr oder weniger ausgepragten Einsenkung da- 
zwischen. Diese oft wiederholte Beobachtung wurde durch ein ver- 
schiedenes Adsorptionsverhalten der Proteinase gegeniiber dem wahrend 
der Spaltung ausflockenden Casein bei den verschiedenen (absoluten) 
Ferment- und Substratkonzentrationen zu deuten versucht. 


2. Die Wirkung von Aktivatoren auf das Kathepsin wurde an 
ungereinigten und gereinigten Fermentlésungen gepriift!. 

Bei Anwendung von Schwefelwasserstoff zeigte sich sowohl mit 
ungereinigten Extrakten als auch mit Eluaten eine Wirkungsverstarkung. 
Die Wirkung war bei Gelatine als Substrat meist deutlicher als mit 
Casein. 

Bei Anwendung von Blausiure wurde an Eluaten unter variierten 
Bedingungen niemals eine Aktivierung beobachtet. Bei Benutzung 
der Glycerinrohausziige wurde eine Aktivierung durch Blausiure 
gegen Gelatine und Casein festgestellt. 

3. Es wurden Versuche zur Kinetik des Kathepsins angestellt. 
Die Befunde waren nicht einheitlich. Die Kinetik erschien abhangig 
von den jeweiligen Versuchsbedingungen sowie dem Reinheitsgrad des 
Enzyms. ‘ 

Bei Variation der Fermentmenge wurde haufig eine annihernde 
Ubereinstimmung mit der Schiitzschen Regel beobachtet. 

4. Es wurde versucht, die Einheitlichkeit der Milzproteinase durch 
quantitative Verfolgung der Umsatzverhiltnisse verschiedener Sub- 
strate, bezogen auf gleiche Fermentmengen, bei fortschreitender 
Reinigung zu erweisen. 

Es zeigte sich, daB die Umsatzverhaltnisse von Gelatine und 
Albumin bei fortschreitender Fermentreinigung in guter Uberein- 
stimmung blieben. 


1 Hinsichtlich Abtrennung eines natiirlichen Aktivators vergleiche 
FuBnote auf S. 32. 


8* 
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Casein wich stark von diesen Ergebnissen ab, was jedoch nicht 
gegen die Einheitlichkeit der Protease spricht, da die py-Optimumkur\ 
des Caseins (s. oben) durch die noch ungeklarten Vorginge der Bindung 
der Proteinase an das ausflockende Substrat beeinfluBt wird. 

5. Es wurden Spaltungen von Leucyl-glycin und Glycyl-glycin 
mit Milzereptase ausgefiihrt. Die Geschwindigkeit der Aufspaltung 
der beiden Dipeptide war verschieden. Leucyl-glycin wurde etwa 
drei- bis viermal schneller hydrolysiert. Das py-Optimum der Milz- 
ereptase wurde gegeniiber Leucyl-glycin in Ubereinstimmung mit 
Waldschmidt-Leitz bei pa 8 gefunden. 

6. Mit den an Milzextrakten ausgearbeiteten Bestimmungs- 
methoden wurden einige Versuche an Extrakten von Leucocyten aus- 
gefiihrt, die aus Rinderblut gewonnen wurden. 

Die Leucoproteinase zeigte ein der Lienoproteinase vollig gleiches 
Verhalten. Peptidase konnte unter den angewandten Versuchs- 
bedingungen nicht nachgewiesen werden. 

Die errechnete Konzentration an Kathepsin in den Leucocyten 
stimmte mit derjenigen der Milz iiberein. Es hat demnach nicht den 
Anschein, als ob die Leucocyten den alleinigen Trager der Organ- 
proteasen darstellen. 


Die Arbeit wurde mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft durchgefiihrt. 
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Verteilung des Stickstoffs, Phosphors, Eisens und Schwefels in 
Myosinen und Myostrominen des Herzmuskels. 


Von 


M. J. Galwialo und C. J. Kreines. 


(Aus dem Laboratorium fiir physiologische Chemie an der 
Militaér-Medizinischen Akademie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 2. April 1930.) 


Die EiweiBstoffe stehen schon lange im Mittelpunkt der Auf- 
merksamkeit vieler Forscher. Wenn hinsichtlich vieler Organe und 
Gewebe diese Frage als gelést gelten kann, so ist sie hinsichtlich der 
MuskeleiweiBstoffe trotz einer Reihe von Forschungen bis jetzt nicht 
genugend geklart. 

Wir unternahmen daher die Erforschung der Verteilung des Stick- 
stoffs, Phosphors, Eisens und Schwefels in Myosinen und Myostrominen, 
die aus dem Herzmuskel ausgeschieden werden. 

Der experimentelle Teil der Arbeit bestand aus 1. der Gewinnung 
der Myosine und Myostromine und 2. der Erforschung ihrer chemischen 
Zusammensetzung. 

Zur Abscheidung dieser zwei Proteingruppen wandten wir die 
Methode der Extraktion mittels Pufferlésungen an. Die modernen 
Errungenschaften auf dem Gebiete der Bestimmung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration sowie die Herstellung von Puffergemischen mit 
bestimmter Konzentration der Wasserstoffionen bestimmten die Not- 
wendigkeit eines Versuches, die Myosine und Myostromine gerade auf 
diesem Wege zu erhalten. 

Der Begriinder der Lehre von den Eiwei8stoffen des Muskelplasmas ist 
Kiihne (1). Indem er Muskelplasma durch Auspressen aus gefrorenen 


Muskeln gewann, fand er, daB es, in seinem Hauptteile aus dem EiweiBstoft 
Myosin bestehend, in dem ,,Muskelserum“ noch drei EiweiBstoffe enthalt: 
1. Einen bei 45° C gerinnenden Eiwei®stoff. 
2. Kalialbuminat. 
3. Einen bei 70 bis 75°C gerinnenden EiweiSstoft. 


Das von ihm durch Extraktion mit 10°, iger Chlornatriumlésung 
ausgeschiedene Myosin erwies sich der Zusammensetzung nach mit dem durch 
Auspressen gewonnenen Myosin identisch. 
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Weiter bewies Halliburton (2), der dieselbe Frage erforschte, im Mus! 
plasma das Vorhandensein von fiinf EiweiBstoffen: 


1. Einen bei 47°C gerinnenden Eiwei®stoff. . . . . . Paramyosinog 
£ * 


a Oe os COC cn .” oe 6 8s = SEPORAN 

3. i » CFC is 9° ~ + « « « « Myoglobulin? 
4 is » tC - ibe) <p a re 

5.  ,, beim Erhitzen nicht ausfallenden EiweiBstoff Myoalbumose. 


Indem Halliburton FEiweiBstoffe aus den Muskeln durch Lésungen 
neutraler Salze auszog, wandte er fiir ihre Trennung die Methode der frak 
tionierten Gerinnung beim Erhitzen an. Wenden wir uns jetzt zu den A: 
gaben von Fiirth (3), so sehen wir, daB er die Bezeichnungen Halliburtons 
beibehalt, weil sie einen deutlicheren Unterschied der beiden Hauptbestand 
teile erlauben. Bei der Gewinnung von EiweiSstoffen durch Ausziehen mit 
neutralen Salzen fand er im Muskelplasma drei EiweiBstoffe, die in der Haupt- 
sache auf zwei hinauslaufen: 1. Myogen (Myogenfibrin), 2. lésliches Myogen 
fibrin, 3. Myosin (Myosinfibrin). Das liésliche Myogenfibrin kann als Uher 
gangsstadium zum Myogenfibrin aus der Klassifikation ausgeschlossen 
werden. Jedoch kann gegenwirtig das Prinzip, welches den Arbeiten der 
erwahnten Forscher gemeinsam ist — die Trennung der EiweiSstoffe haupt 
sichlich auf Grund der Gerinnungstemperatur —, nicht der Einteilung der 
Eiwei®stoffe zugrunde gelegt werden. 


Einen wertvollen Beitrag zur Frage der Klassifikation der Eiweibstoffe 
des Muskelplasmas lieferten die Arbeiten von A. Danilewsky und seiner 
Schule, die uns einen prinzipiell neuen Weg der EiweiSstoffabscheidung 
durch verschiedene Lésungsmittel wiesen. Indem A. Danilewsky (4) fiir seine 
Untersuchungen als Extraktionsmittel eine 6- bis 12°; ige Lésung von Chlor- 
ammonium (Myosine) und eine schwache Soda- oder Alkalilésung ge 
brauchte, kam er zu einer bedeutend einfacheren EiweiSstoffeinteilung, 
namlich: das Muskelplasma besteht aus zwei Gruppen von EiweiBstoffen, 
die sich pragnant voneinander unterscheiden — aus Myosinen und Myo 
strominen. 


Auf diesen Unterschied hinweisend sagt A. Danilewsky (5) den- 
noch: ,,Die genetische Wechselbeziehung zwischen den wesentlichsten 
Teilen des Muskels wird durch das Vorhandensein der Myosingruppe im 
Myostromin bedingt. Das Myostromin mu8B durch seinen Zerfall den 
Gehalt an Myosin vergréBern, das Myosin aber muB auf dem Wege der 
Synthese (was zweifellos auch fiir den Organismus recht schwierig sein muti) 
fiir die Neubildung des Myostromas dienen.‘‘ 


Die spiteren Forscher auf diesem Gebiet, Jljin (7), Gessner (8), Wladi- 
mirow (9), die in ihren Arbeiten die Klassifikation von A. Danilews/ 
anwenden, zogen die genannten Eiweifstoffgruppen entsprechend mit 
0,25% iger Essigsiurelésung (Myosine) und mit 0,25°% iger Natronlauge- 
lésung (Myostromine) aus. Die Erforschung der chemischen Zusammen- 
setzung und der Eigenschaften der EiweiSstoffe des Muskelplasmas fiilrt 
auch zur Anerkennung des Vorhandenseins zweier EiweiSistoffgruppen 
So weist M. D. Iljin (7) darauf hin, daB das Myosin ein EiweiBstoff vom 
Globulincharakter ist, der eine geringe Menge der Nucleinkomponente 


1 EiweiBstoffe, die das Koagulat der Muskeln bilden. 
2 EiweiBstoffe des Muskelserums. 
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enthalt — das Nucleoglobulin. Myosin lést sich in Lésungen neutraler Salze, 
z. B. in 4- bis 6°, igen Lésungen von Chlornatrium oder Chlorammonium, 
weiter in schwachen Sauren, in Essig- oder Salzséure, endlich in schwachen 
Losungen von Atznatron oder Soda. Unldéslich ist das Myosin in Wasser, 
in physiologischer Kochsalzlésung, in verdiinnten Lésungen neutraler Salze. 
Nach der chemischen Zusammensetzung enthailt das Myosin N 16,80°,, 
P 0,024°%, Fe 0,09, S 1,06°%, [lljen (7)]. 

Das Myostromin ist nach /ljin (7) als ein zusammengesetzter Eiweibstoff 
charakterisiert mit vorwiegenden Eigenschaften von Nucleincharakter — als 
Globonuclein. Zum Unterschiede vom Myosin ist es in schwachen Séuren 
(Essigsiure) und in Lésungen neutraler Salze unléslich; léslich ist es aber in 
Alkalilésungen. Die chemische Zusammensetzung des Myostromins ist nach 
Iljin (7): N 15,88%, P 0,70%, Fe 0,22%, S 2,45%. 

Zu ebensolchen SchluBfolgerungen iiber das Vorhandensein zweier 
EiweiBstoffgruppen fiihren auch die Untersuchungen von Gessner (8). 
Seine Angaben iiber die elementare Zusammensetzung der Eiweibstoffe des 
Muskelplasmas sind folgende: fiir Myosin C 52,35°,, H 7,18%,; fiir Myo- 
stromin C 52,40°,, H 7,43. 

Von gréBtem Interesse fiir die Klassifizierung der Eiwei®stoffe sind die 
Untersuchungen von Gessner (8) iiber das quantitative Verhaltnis einiger 
Aminoséuren im Myosin und Myostromin. Wir fiihren seine Tabelle an: 


Durchschnittliche GréBen fiir Myosin und Myostromin. 





Myosin Myostromin 
nach van Slyke nach van Slyke 
oa ie RRS nae nach a Oj, de 
Kossel Stick- | °: “ Kossel — Stick- oo 
‘ Stick- mo Stick- 
stoft stoffs stoff stoffs 
Gesamtstickstoff ....... _ 16,8 — 15,88 _ 
Melaninstickstoff . . . . . . - 28 16,6 _ 815 19,17 
Salmiakstickstoff ........ -- 0,98 5.8 — 0,98 6.1 
Monoaminstickstoff . . ok ees _- 7.84 46.6 os 6,08 38,2 
Monoaminimidstickstoff (Prolin 
und Oxyprolin) ...... — 1,72 | 10,2 — 143 9,0 
Argininstickstoff . . ..... 2,27 2,22 | 13,2 || 1,74 1;72 10,8 
Histidinstickstoff . ee ' 0,47 0,43 2.5 0,52 0,59 3,1 
Lysinstickstoff ...... , 0,75 0,78 49 1,97 1,98 12,4 


| 


Summe: — 99,8 - 99,3 
Somit enthalt Myosin mehr Gesamtstickstoff als Myostromin, mehr 
Monoaminstickstoff und Arginin und weniger Lysin. Auf den Unterschied 
der optischen Eigenschaften dieser beiden Gruppen ist in der Arbeit von 
A. Danilewsky und Schipilowa (10) hingewiesen. Myosin ist eine doppel- 
brechende Substanz, Myostromin ist schwach oder gar nicht doppelbrechend. 


Eine ganze Reihe von Untersuchern, welche die verschiedene Rolle der 
Myosine und Myostromine aufdeckten, bestitigen dadurch das Vorhanden- 
sein der beiden EiweiSistoffgruppen. 

So fiihrt A. Danilewsky (11) an, daB, je schneller die Kontraktionen, 
desto gréBer ‘der Myostromingehalt, und umgekehrt. D. Kuraeff (12) und 
Sselichowski (13) kommen zu denselben SchluBfolgerungen. Die spateren 


126 M. J. Galwialo u. C. J. Kreines: 


Arbeiten von Weber (1925) sind der Frage der physikalisch-chemischen 
Eigenschaften der MuskeleiweiB8stoffe gewidmet (15). So fand Web. 
indem er aber andere Bezeichnungen fiir dieselben EiweiBstoffe anwendet, 
daB sein Myosin (das dem Myostromin Danilewskys entspricht) in schwachen 
Salzlésungen lyophob ist und bei pq = 5,1 ausfallt, was dem isoelektrischen 
Punkt dieses EiweiBstoffs entspricht. 

Das Myogen von Weber (15) (das dem Myosin Danilewskys entspric|it| 
ist lyophil und sein isoelektrischer Punkt entspricht dem py = 6,3. Michaelis 
und Davidson (14) geben an, daB Nucleinkomponenten das py des isoelek 
trischen Punktes herabsetzen. Da die Substanz ,,sui generis‘, die von 
Weber im Muskelrest in allen ihren Eigenschaften dem Myostromin ent. 
spricht, so ist die SchluBfolgerung Wladimirows (9) durchaus berechtigt, 
daB das Myostromin den isoelektrischen Punkt bei einem kleineren py haben 
muS8 als das Globulinmyosin. Zu den Weberschen analogen Resultaten 
kommt auch A. Pischinger (16), der eine andere Methodik anwendet (Fir- 
bungsverfahren). Auf diese Weise sehen wir, daB alle Forscher auf einem ver- 
schiedenen Wege zu ein und demselben SchluB kommen — zur Anerkennung 
des Vorhandenseins zweier EiweiSstoffgruppen. 

Legen wir der Trennung der EiweiSstoffe die neuesten Errungen 
schaften der physikalischen Chemie der EiweiBstoffe zugrunde, so kénnen 
wir die Methede der Schule von Danilewsky auf folgende Weise abiéndern 
1. man kann das Ausziehen mit Pufferlésungen mit verschiedenen Konzen 
trationen der Wasserstoffionen ausfiihren; 2. man kann in Abhangigkeit vom 
isoelektrischen Punkt des EiweiSstoffs und von seiner Léslichkeit das 
Gemisch der EiweiBstoffe in eine Reihe von Fraktionen trennen. 

Wir miissen erwaihnen, dai das letztere Verfahren im Prinzip der 
fraktionierten Sedimentierung der Eiwei®Bstoffe bei ihrem Aussalzen analog 
ist [P. Howe (17)]. 

Der Grundgedanke der vorliegenden Arbeit besteht darin, dai 
die Albumine wie auch die Globuline des Blutserums nicht einheitliche 
EiweiBstoffe darstellen, sondern daB jedes von ihnen eine Gruppe 
bildet, die man durch aufeinanderfolgendes Sedimentieren durch Salz- 
lésungen verschiedener Konzentration noch in eine Reihe von Frak- 
tionen trennen kann. 

Hinsichtlich dieser Verfahren kénnen einige Entgegnungen gemacht 
werden, wie z. B. die Verinderlichkeit der Léslichkeit im Beisein von 
Fremdstoffen wie z. B. der Lipoide [Matzwmura (18)], der wechselseitige 
EinfluB der EiweiBstoffe auf die Léslichkeit [G. Ettisch, W. Ewig und 
S. Sachse (19)] u.a. Aber die Mangel, die von den angefiihrten Ursachen 
abhangen, sind nicht so groB, daB sie die deutlich zutage tretende Bedeutung 
dieser Methoden hitten verwischen kénnen. 

Durch diese kurze Ubersicht werden die Hauptliteraturangaben 
iiber die Proteinzusammensetzung der Muskelfaser und iiber die Me- 
thoden der Ausscheidung der MuskeleiweiBstoffe erschépft. 


Experimenteller Teil. 


Fir die Gewinnung des Myosins und Myostromins benutzten wir 
das Pferdeherz. Den Herzmuskel zogen wir deswegen vor, weil er 
am reichsten an Myostrominen ist. 
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Wir miissen erwahnen, daB die Ansichten iiber die Menge der Myosine 
und Myostromine im Herzmuskel auseinandergehen. Nach den Angaben von 
A. Danilewsky (6) und Iljin (7) sind im Herzmuskel mehr Myostromine als 
Myosine enthalten. Die Untersuchungen von Wladimirow (9) aber zeigten, 
daB die Mengen dieser zwei EiweiS8stoffgruppen im Herzmuskel gleich sind. 


Den Unterschied in den Angaben der genannten Forscher kénnen 
wir entweder dadurch erkliren, daB sowohl Danilewsky als auch Iljin 
nicht die gesamte Menge des Myosins zu Ende ausgezogen haben, 
weshalb ein scheinbarer Uberschu8 des Myostromins zustande kommen 
konnte, oder dadurch, daB bei Wladimirow bei langem Ausziehen dieser 
zwei EiweiBstoffe mit der (0,25°,igen) Essigsiure in den Extrakt 
auch Myostromine tbergehen konnten. Da8 der letztere Umstand 
nicht statthaben konnte, werden wir aus der nachstehenden Darstellung 
ersehen. 


1. Fraktionierte Trennung der Eiweifstoffe. 


Wir wandten die Methodik an, die ausfiihrlich von M. D. Iljin (7) 
in seiner Dissertation beschrieben ist, mit der Modifikation, daB wir 
auBer den von ihm benutzten Extraktionsmitteln (0,25°,ige Essig- 
siure und 0,25 °,ige Natronlauge) eine Reihe von sauren und alkalischen 
Puffergemischen gleichfalls als Extraktionsmittel anwendeten. Die 
Methodik bestand im folgenden: 


Das sorgfaltig von Fett und Sehnen gereinigte Pferdeherz wurde 
zuerst mit dem Messer, weiter durch zweimaliges Durchlassen durch 
die Hackmaschine zerkleinert, der erhaltene blutigrote Brei wurde in 
ein groBes Glas gebracht und mit physiologischer Kochsalzlésung 
iibergossen. Nach sorgfaltigem Verriihren lieB man das Gemisch 
stehen. Die gefairbte Fliissigkeit wurde abgegossen und eine neue 
Portion derselben Lésung aufgegossen. Das wiederholte man so lange, 
bis der am Boden des Glases entstehende Niederschlag farblos wurde. 
Dann fiigte man eine Lésung des Puffergemisches von folgénder Zu- 
sammensetzung hinzu: 50 cem n/5 Essigsiure und 100 cem n/5 
Natriumacetat bis zu einem Liter mit destilliertem Wasser erginzt 
(elektrometrisch gepriiftes py = 4,95). Der Niederschlag quoll auf und 
der EiweiBstoff ging in Lésung. 


Um die Méglichkeit der Fiulnis zu verhiiten, geschah das Aus- 
ziehen im Eisschrank bei 0° C unter Hinzufiigung von Thymol. Alle 
10 bis 12 Stunden wurde diese Lésung vorsichtig vom Niederschlag 
abgegossen und neue Portionen des Lésungsmittels hinzugefiigt. Das 
wiederholte man so lange, bis der gesamte Eiweifstoff, der sich bei dem 
betreffenden py lést, ausgezogen war. Als SchluBextraktion galt 
jene, die beim Kochen nach Sattigung mit schwefelsaurem Salz und 
beim Neutralisieren mit 2°, iger Sodalésung kein EiweiBgerinnsel gab. 
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Die gewonnenen Portionen des Auszuges wurden filtriert, in grote 
konische Glaser gegossen, mit 2°,iger Soda neutralisiert und mit 
schwefelsaurem Salz gesittigt, beim Kochen fiel aus der Lésung ein 
flockiger Niederschlag aus. Der letztere wurde mit warmem Wasser 
bis zur Entfernung der Chloride und der SO,-Tonen gewaschen, dann 
in Alkohol zur Entfernung der Lipoide gekocht und schlieBlich fiir 
die vollstandigere Reinigung im Soxhletapparat mit Ather behandelt, 
worauf man die Substanz im Trockenschrank bei 105° bis zum kon- 
stanten Gewicht trocknete. Der Rest wurde nach der Extraktion 
mit dem Puffergemisch py = 4,95 mit einem Puffergemisch von 
derselben Zusammensetzung, das aber saurer war, behandelt: 250 ccm 
n/40 Essigsiure und 125cem n/40 Natriumacetat bis zu einem Liter 
mit destilliertem Wasser erginzt (elektrometrisch gepriiftes pa = 4,°) 
Die weitere Bearbeitung war genau dieselbe wie bei py = 4,95. Der 
Rest wurde nach der Extraktion mit dem Puffergemisch von py = 4,3 
mit 0,25°,iger Essigsiure behandelt. Die nachfolgenden Operationen 
waren denen bei den vorhergehenden Extraktionen analog, mit dem 
Unterschied, daB aus diesem Extrakt, der augenscheinlich konzen- 
trierter war, das Ausfallen des Eiweifstoffs ohne Hinzufiigen von 
schwefelsaurem Natrium geschah und somit der Vorgang des Aus- 
waschens der SQO,-Ionen fortfiel, der, nebenbei gesagt, sehr lang- 
wierig ist. Durch diese aufeinanderfolgende Behandlung mit allen 
drei sauren Lésungsmitteln wird bei erschépfendem Extrahieren in 
jedém einzelnen Falle die Extraktion der einen EiweiSstoffgruppe, 
der Myosine, abgeschlossen, wie wir das nachstehend sehen werden 
Der Riickstand wurde mit (2°,,) Soda neutralisiert und darauf 
mit einem Puffergemisch von folgender Zusammensetzung ausgezogen: 
2,481 g Borsiure: 100 ccmn/5 Natronlauge bis zu einem Liter mit 
destilliertem Wasser erginzt (elektrometrisch gepriiftes py = 9,1). 
Weiter geschah alles wie in den vorhergehenden Fillen, mit dem 
Unterschied, daB die Neutralisierung beim Sedimentieren mit 2 °,iger 
Essigsdurelésung geschah. Endlich wurde der Rest nach Extraktion 
mit dem Boratpuffer mit 0,25 °,iger Natronlauge behandelt. Die ganze 
nachfolgende Verarbeitung wurde hier wie bei der Extraktion mit 
dem Alkalipuffer ausgefiihrt. In diesen beiden letzten Lésungsmitteln 
befindet sich, wie das gleichfalls aus dem Nachstehenden ersichtlic! 
sein wird, die andere Gruppe der EiweiBstoffe —- die Myostromine. 
Hier miiBte man vielleicht noch auf die relativen Mengen der ver- 
schiedenen EiweiBfraktionen hinweisen, aber da dies nicht in den 
Rahmen unseres Themas fiel, so kénnen wir keine genauen Angaben 
machen. Nichtsdestoweniger miissen wir darauf hinweisen, da® cic 
relative Menge der verschiedenen Eiweifstoffraktionen entsprechend 
dem Ubergang von den weniger sauren zu den stirker sauren und 
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von den weniger alkalischen zu starker alkalischen Lésungsmitteln 
zunimmt. 


Indem wir die Darstellung der Abscheidung der EiweiBstoffe aus 
dem Herzmuskel abschlieBen, gehen wir zur Erforschung ihrer chemischen 
Zusammensetzung iiber. 


Es wurden alle fiinf Fraktionen der EiweiSstoffe untersucht. 
1, Die mit dem Puffergemisch py = 4,95 ausgezogene Fraktion. 
2. Die mit dem Puffergemisch py = 4,3 ausgezogene Fraktion. 
3. Die Fraktion, die mit 0,25 °,iger Essigsiure ausgezogen wurde. 


4. Die Fraktion, die mit dem Boratpuffergemisch py = 9,1 extra- 
hiert wurde. 


5. Die mit 0,25°,iger Natronlauge ausgezogene Fraktion. 


2. Quantitative Stickstoffbestimmung nach Fraktionen. 


Die Bestimmung des Stickstoffs geschah nach Kjeldahl (Tabelle I). 





Tabelle I. 
; Durchschnitt 
Bestim- Substanz- aus de 
og ~~ ge ae por Stickstoff Stickstoff mG. Sl 
Nr. g g %o lo 
Mit der Puffer- 1 0,2130 0,033 32 15,64 
lésung Pu — 4,95 2 0,2015 0,031 64 15,70 | 15.75 
ausgezogener | 3 0,1945 0,030 66 15,76 | ’ 
KiweiBstoff 4 0,2040 0,032 48 15,92 
Mit dem Puffer 1 0,2345 0,036 82 15,70 
Pu = 4,3 aus- { 2 0.2135 0,033 60 15,78 | 15.74 
gezogener Kiweib- ) 3 0,2220 0,034 86 15,74 | = 
stoff 4 6,2000 0,031 50 15,75 
F 1 0,2040 0,033 60 16,47 
Mit 0,25% ig. Essig- { 2 0.2085 0,034 02 16.31 | - 1841 
eg oe el 3 0,2025 0,08332 16,44 ’, 
Eiweibstott 4 02110  0,08472 16.45 
Mit dem Puffer 1 0,2075 0,031 64 15,25 
Pa = 9,1 aus- { 2 0,2115 0,031 78 15,03 | 15.19 
gezogener Eiweib- | 3 0,2075 0,031 78 15,31 | ne 
stoff 4 0,2100 0,031 92 15,20 
Mit 0,25 % iger 1 0.2080 0,032 62 15,68 
Natronlauge aus- | 2 0,2085 0,032 90 15,73 | 15.54 
gezogener Eiweib- 3 0,2010 0,031 22 15,53 ’ 
stoff 4 0,3335 0,033 88 15,22 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, enthalten die EiweiBstoffe der 
sauren Pufferfraktionen weniger Stickstoff als die Fraktion der 0,25 °,igen 
Essigsiure. Die EiweiBstoffe der alkalischen Pufferfraktion enthalten 
ebenfalls weniger Stickstoff als die Fraktion der 0,25°,igen Natron- 
lauge. Diese Erscheinung kann aller Wahrscheinlichkeit nach von 


Biochemische Zeitschrift Band 222. g 


130 M. J. Galwialo u. C. J. Kreines: 


der unvollstandigen Abspaltung der Lipoide und anderer verun- 
reinigender Substanzen abhangen. 


3. Quantitative P,O,-Bestimmung nach Fraktionen. 


Wir wendeten fiir die quantitative Bestimmung des Phosphors 
die Methode von A. Neumann (20) an. 


Tabelle Il. 





Durchschnitt 


: Bestim- Substanz- aus den 
Benennung der Fraktionen mung menge P205  P205 | Bestimmungen 
Nr. g mg 9% %o 
Mit dem Puffer py = 4,95 | 1 0,3180 1,141 0,358 0.378 
ausgezogener Eiweibstoff | 2 0,3180 1,268 | 0,398 . 
Mit dem Puffer pp = 4,3 | 1 0,4370 1,648 0,377 | 0.374 
ausgezogener Kiweibstoff | 2 0,4430 1,648 | 0,372 | , 
Mit 0,25 %iger Essigsiure 1 0,4635 2,219 0,470 0.475 
ausgezogener Kiweibstoff 2 0,4665 2,282 0,480 4 
Mit dem Puffer py = 9,1 1 0,4070 4,488 1,09 1.06 
ausgezogener EK iweibstoft 2 0,4500 4,691 1,04 . 
Mit 0,25 % iger Natronlauge | 1 0,4850 4,945 1,01 | 1.08 
ausgezogener Kiweibstoft | 2 04585 4,818 1,05 | ” 


Wie die Ergebnisse der Phosphorbestimmungen zeigen, lassen sich 
schon zwei pragnant verschiedene EiweiSstoffgruppen bei dem Uber- 
gang von den sauren Lésungsmitteln zu den alkalischen wahrnehmen. 


4. Quantitative Eisenbestimmung. 
Kolorimetrische Bestimmung des Fe nach dem Verfahren von 
Gedroitz (Bodenanalyse). 


Tabelle III. 





EiweiBstoff seks a ®/o-Gehait 
Myostromin - - -{| 4,5756 | 0,002 77 0,06 
Myostromin 5,6158 | 0,003 57 0,063 
easier oS! 2) { 4,4474 0,001 34 0,08 
Myosin \ 50144 | 0,001 64 0,032 


Wie aus den Tabellen ersichtlich, enthalten die alkalischen Frak- 
tionen doppelt soviel Eisen als die sauren. 


5. Quantitative Schwefelbestimmung nach Fraktionen. 


Fir die Schwefelbestimmung benutzten wir die Methode von 
Benedict-Denis (21). 
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Tabelle IV. 
lit Durch- 
. } schnitt 
Benennung der Fraktionen a "aaa BaSO, | Schwefel =o 
mungen 
Nr. g g %J9 Fo 
Mit dem Puffer py — 4,95 1 0.2100 =—0,0161 1,02 1.07 
ausgezogener EiweiBstoff 2 0,2114 0,0175 1,13 ’ 
Mit dem Puffer py = 4,3 | 1 0,2250 | 0,0207 1,21 | 196 
ausgezogener EiweiSstoff | 2 0.2180 00209 131 { 
5 ne Na Be 0,20: 0, 33 
Mit 0,25 % iger Essigsaure | : pr ae a 1.19 
ausgezogener EKiweiSstoft | 3 01972 00149 103 — 
Mit dem Puffer py — 9,1 1 0.2144 0,03836 205 | 5 06 
ausgezogener Kiweibstoft 2 0.2096 0,0817' 207 {| ™ 
, ‘ ” 22 0 f 
Mit 0,25 %iger Natronlauge | meen anes ee | 211 
ausgezogener Eiweibstoff | 3 0.1720 0.0271 216 | a 


Auch hier enthalten wie im Falle des Phosphors und Eisens die 
alkalischen Fraktionen — die Myostromine — mehr Schwefel als die 
sauren Fraktionen der EiweiBstoffe — als die Myosine. 

6. Um die chemische Bewertung der ausgeschiedenen EiweiSstoff- 
gruppen zu erganzen, fiihrten wir die Untersuchung ihrer elementaren 
Zusammensetzung nach Liebig aus. 


Tabelle V. 
Elementaranalyse nach Fraktionen. 





Durchschnitt 


E to aus den 
sé ¢ Bestim- 
Benennung der Fraktionen 3 § _ COs © H,0 H mungen 
“y rune F 
Nr. £ £ 8 0 £ 9/9 9! %"lo 
Mit dem Puffer pp =4,95{ 1 0,1708 | 0,3298 52,66 0,1138 7,74 151.93 7.60 
ausgezogener Eiweibstoff | 2 | 0,1612 | 0,3026 | 51,20 0.1118 7,76 J°°"° % 
Mit dem Puffer py = 4,3{ 1 0,1630/0,3116 52,40 0,1098 7,53 151.91 7.54 
ausgezogener EiweiSstoff | 2 0,1524 | 0,2874 51,43 0,1030 7,56 (|°°* i 
Mit 0,25 %iger Essigsiure { 1 0,1442 | 0.2697 51,00 0,0940 7,30 151.98 7.50 
ausgezogener Eiweifstoff | 2 0,1600 | 0,3026 51,57 0,1102 7,70 \|~” " 
Mit dem Puffer py = 9,1 1 |0,1610 0,3092 52,37 0,1128 7,83 52.40 7.80 
ausgezogener Eiweiistoff | 2 | 0,1600  0,3076 52,43 0,1114 7,78 ' ’ 
Mit 0.20 %iger Natron- | 10,1540 | 0,2978 | 52,63 0,1098. 7,93 59 43 7 67 
ange susgezogener = |. 2 | 0,1606 | 0,3076 | 52,23 | 0,1066 | 7,42 |{?-"*" ! 


Eiweibstoff 


Hinsichtlich der elementaren Zusammensetzung ist bei beiden 
EiweiBstoffraktionen die Differenz nicht so groB, wie das in den vorher- 
gehenden Bestimmungen der Fall war, jedoch hat sich auch hier ein 


Q* 
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gewisser Unterschied erhalten und gleichfalls im Sinne der Zunahine 
fiir die basischen Fraktionen — fiir Myostromine. 

Auf diese Weise kénnen wir fiir alle gewonnenen Untersuchungs. 
ergebnisse eine zusammenfassende Tabelle zusammenstellen, aus der 
man leichter die Angaben fiir alle Fraktionen iibersehen kann. 


Tabelle VI. 





Zusammenfassende Tabelle fiir alle gewonnenen Resultate nach Fraktionen 
TS N c H | P,0,! Fe | 8 ie. 
Benennung der Fraktionen O/o eg oy ele 5 ‘. ei, oe. da 
Mit dem Puffer py — 4,95 “s ” || Bs 
plese Benen sods 15,75 |51,95 7,60 0,878 0,08 1,07 52 
Mit dem Puffer pp = 4,3 )|,--,! a 9 o5 
ausgezogener Kiweibstoff | 15,74 | 51,91 | 7,54 | 0,874 | — | 1,26 Sot 
Mit 0,25 % iger Essigsiure 42= 
ausgezogener Kiweibstoff ee 1 mag 
Mit dem Puffer py = 9,1 és 9 Se 
ausgezogener Kiweibstoff 15,19 | 52,40 | 7,80 | 1,06 | 0,06 | 2,06 rm 
Mit 0,25 % iger Natronlauge Es 


ausgezogener Kiweibstoff | 15,54 62,43 | 7,67 | 1,03 | — | 2,11 

Aus der Tabelle ersieht man, da®B alle sauren Lésungsmitte! 
Eiweibstoffe von gleicher chemischer Zusammensetzung extrahieren 
ebenso wie auch basische Lésungsmittel chemisch gleichartige Eiwei3. 
stoffe ausziehen. Ein gewisses Auseinandergehen der Zahlen ist ent- 
weder auf die ungeniigende Reinigung des Produktes (Stickstoff) oder 
auf unvermeidliche analytische Fehler zu beziehen. 

Ziehen wir das Fazit der erhaltenen Ergebnisse, so kénnen wir 
sagen, wie wir schon vorstehend betonten, daB alle sauren Lésungs. 
mittel EiweiBstoffe von gleicher chemischer Zusammensetzung (Myosine 
extrahieren und ebenso alle alkalischen gleichfalls chemisch gleichartige 
EiweiBstoffe (Myostromine) extrahieren. Wir erhalten die Tatsache des 
Vorhandenseins zweier EiweiBstoffgruppen, wenigstens hinsichtlich ihrer 
chemischen Zusammensetzung — der Myosine und Myostromine. Ein 
endgiiltiges Urteil wird nur dann méglich sein, wenn insgesamt die 
Struktur der EiweiBstoffe und ihre physikalisch-chemischen Eigen- 
schaften bestimmt werden. Was die Methodik der Extraktion mit 
(0,25 °. iger) Essigsiure und darauf mit (0,25°,iger) Natronlauge an- 
belangt, so ergibt sie trotz der scheinbaren Grobheit der Methode eine 
Trennung dieser EiweiBstoffe. Bei der Extraktion mit Essigsiure 
zeigen sich die EiweiBstoffe der Muskeln als gute Puffer [ Wladimirow (9) | 
Aus den Ergebnissen unserer Arbeit ersieht man auch, daB (0,25 °,ige 
Essigsiure das Myostromin nicht auszieht: die mit sauren Lésungs- 
mitteln ausgezogenen EiweifSstoffe andern sich schroff in ihrer Zu- 
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sammensetzung beim Ubergang zu den mit alkalischen Lésungsmitteln 
ausgezogenen Eiweibstoffen. 

Wir miissen auf diese Weise der Ansicht beistimmen, die wir 
schon vorstehend angefiihrt haben: daB die Angaben Wladimirows (9) 
iiber die Menge der Myostromine in Herzmuskeln im Vergleich zu 
den Angaben von Danilewsky (6) und Iljin (7) der Wahrheit am 
nichsten kommen. Indem wir die Ansicht von A. Danilewsky iiber 
das quantitative Uberwiegen der Myostromine im Herzmuskel im 
Vergleich zu den Myosinen in Zweifel ziehen, erbringen wir in der 
vorliegenden Arbeit noch einmal den Beweis, da® hinsichtlich der 
Klassifizierung der EiweiBstoffe die Theorie von A. Danilewsky die 
gréBte Berechtigung behalt. Eigentlich sind auch die auslindischen 
Forscher zur Anerkennung zweier Arten von Muskeleiweibstoffen ge- 
kommen [Weber (15)]. Aber wahrend des langen Weges, den die 
Evolution der Ansichten vieler Forscher hinsichtlich der Muskel- 
eiweiBstoffe zuriickgelegt hat, wurde die historisch richtige Termi- 
nologie in auffallender Weise verunstaltet. 


Wir fiihren das Schema an: 


Kiihne Halliburton Fiirth Weber 
Myosin Myosinogen Myogen Myogen 
Paramyosinogen Myosin 

Den Hauptbestandteil der MuskeleiweiBstoffe, die EiweiBstoffe 
des Muskelplasmas, nannten Kiihne (1), A. Danilewsky (4) u.a. Myosin; 
Weber (15), der das Vorhandensein zweier Arten der Muskeleiweibstoffe 
anerkennt, bezeichnet den Hauptbestandteil der MuskeleiweiBstoffe als 
Myogen, wahrend er als Myosin den Eiweibstoff des Stromas, d. h. 
augenscheinlich das Myostromin von Danilewsky, bezeichnet. 

Indem wir das Ergebnis unserer Arbeit zusammenfassen, kommen 
wir zu folgenden SchluBfolgerungen, die sich streng genommen auf 
den Muskel des Pferdeherzens beziehen, aber auf Grund der -Arbeiten 
der Schule von A. Danilewsky iiberhaupt auf das Muskelgewebe aus- 
dehnen lassen. 

1. Die MuskeleiweiBstoffe bestehen aus zwei Gruppen der Eiweib- 
stoffe, die sich durch ihre chemische Zusammensetzung schroff unter- 
scheiden: namlich es enthalten die durch saure Pufferlésungen und 
durch Lésungen schwacher Sauren ausgezogenen Eiweibstoffe viel 
weniger Phosphor, Eisen und Schwefel als die EiweiBstoffe, die durch 
alkalische Pufferlésungen und schwache Alkalilaugen extrahiert werden. 

2. Durch saure Pufferlésungen mit verschiedenem pq und mit 
(0,25 °.iger) Essigsiure ausgezogene EiweiBstoffe erweisen sich durch 
ihre chemische Zusammensetzung als gleichartig und stellen die erste 
Gruppe der MuskeleiweiBstoffe dar (Myosine). 


\ 
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3. Die mit alkalischer Pufferlésung und mit schwacher (0,25 °,iger) 
Alkalilésung ausgezogenen EiweiBstoffe erscheinen nach ihrer chemischen 
Zusammensetzung als gleichartig und stellen die zweite Gruppe der 
MuskeleiweiBstoffe dar (Myostromine). 

4. Am richtigsten erweist sich die Klassifikation der Muskel- 
eiweibstoffe nach A. Danilewsky. 

5. Die Methodik der Extraktion mit (0,25 °,iger) Essigséure und 
darauf mit (0,25 °,iger) Natronlauge zieht eine Trennung dieser EiweiS. 
stoffe nach sich. 
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Beitrige zur kolloidchemischen Charakteristik der Myosine und 
Myostromine aus dem Herzen. 


Von 
G. E. Wladimirow. 


(Aus dem Laboratorium fiir physiologische Chemie der Militar-Medizinischen 
Akademie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 2. April 1930.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Lehre von den spezifischen EiweiBstoffen des Muskelgewebes 
kehrt in der Gegenwart in ihrer Grundlage wieder zu den Ansichten 
zuriick, die vor 40 Jahren von A. J. Danilewsky (1) ausgesprochen und 
von seinen Schiilern entwickelt wurden. Aus diesen Arbeiten folgte, 
daB die spezifischen EiweiBstoffe des Muskelgewebes in zwei Haupt- 
gruppen einzuteilen sind, nimlich in Myosine und Myostromine. 


Die erste Gruppe wird durch konzentrierte Salzlésungen — 10%, ige 
Lésung von Kochsalzs oder 8- bis 15° ige Lésung von Chlorammonium — 
extrahiert. Etwas spiter schlug M. D. Iljin (2) vor, die Myosine durch 
verdiinnte Lésungen organischer (Essig-, Milch-, Zitronen-) Sauren zu 
extrahieren. Die Anwendung der Essigsaure gestattete die Myosine aus dem 
Muskelbrei viel vollstandiger zu gewinnen, als das bisher bei der Anwendung 
von Salzlésungen gelang [Wladimirow (3)]. Die zweite Gruppe, die Myo- 
stromine, wird durch schwache Soda- oder Atzalkalilésungen extrahiert. 
Die Arbeiten von M. D. Iljin (2) und J. Gessner (4) zeigten schroffe Unter- 
schiede in der chemischen Zusammensetzung dieser EiweiSstoffe. In der 
allerletzten Zeit bestatigten Kreines und M.J.Galwialo, indem sie die 
Myosine durch saure Acetatpufferlésungen und darauf mit 0,25°, iger 
Essigsiure und die Myostromine mit alkalischer Boratpufferlésung und 
darauf mit 0,25% iger Atznatronlésung extrahierten, einerseits den Unter- 
schied in dem chemischen Aufbau dieser beiden Eiwei8kérper, und anderer- 
seits zeigten sie, daB man mit Hilfe der Acetatpuffergemische und der 
Essigsaéure ziemlich gut die Myosine von den Myostrominen abtrennen kann. 
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Im auslindischen Schrifttum erforschte man nur die EiweiBstoffe cos 
Muskelplasmas, die in ihrer Hauptmenge dem Myosin von Danilews), 
entsprechen. Der Erforschung des Myostromins gewidmete Arbeiten fehlen, 
Auf Grund einiger physikalisch-chemischer Eigenschaften, insbesondere der 
Gerinnungstemperatur, fand man im Muskelplasma einige EiweiBstoiie 
[Halliburton (6), Fiirth (7)]. Im Jahre 1925 kam H. Weber (8) bei der Er. 
forschung einiger kolloidchemischer Eigenschaften des Muskelplasmas 7, 
dem SchluB, daB die verschiedenen EiweiBstoffe eigentlich ein und diese!}|)e 
EiweiBart darstellen, die unter den Bedingungen verschiedener Salzkonzen- 
trationen sich auf verschiedene Weise auBert, was eben die vorhergehenden 
Untersucher zu einem Irrtum verleitet hatte. Diesen EiweiBstoff mit dem 
isoelektrischen Punkt bei py 6,0 bis 6,2 schligt er vor, als Myogen 71 
bezeichnen. AuBerdem stellte er in den Resten des Muskels nach dem Aus- 
pressen des Muskelplasmas das Vorhandensein eines anderen EiweiBstoffes, 
der mehr lyophob ist und seinen isoelektrischen Punkt bei py 5 hat, fest. 
Weber nennt es Myosin. Somit kommt Weber zur Anerkennung zweier 
Gruppen spezifischer MuskeleiweiBstoffe. Vergleicht man seine Angaben 
mit dem Schema von Danilewsky, so findet man leicht die Ahnlichkeit des 
Myosins von Danilewsky mit dem Myogen Webers und des Myostromins 
von Danilewsky mit dem Myosin Webers. Weiterhin werden wir die Be- 
zeichnungen von Danilewsky anwenden, weil wir sie historisch und etymo- 
logisch richtiger finden!, 


Die Myosine und Myostromine, die nach dem Verfahren der Schule 
von Danilewsky gewonnen werden, sind gar nicht auf ihre physikalisch- 
chemischen Eigenschaften untersucht worden. Unsere Arbeit, die in 
einem erheblichen Grade zur Orientierung dient, verfolgte das Ziel, 
eine Parallele zwischen diesen zwei EiweiBarten hinsichtlich einiger 
physikalisch-chemischer Eigenschaften zu ziehen. 


II. Methode der Eiwei8stoffgewinnung. 


Der Muskel des Pferdeherzens wurde fein zerkleinert. Der gewonnene 
Muskelbrei wurde mehrfach in destilliertes Wasser gebracht und ge- 
waschen. Das Waschen mit destilliertem Wasser wurde unterbrochen, wenn 
das Spiilwasser farblos wurde und die Muskelmasse eine graue Farbe er- 
hielt. Dann extrahierte man die Muskelmasse mit 0,25°%, iger Essigsiure. 
Den ersten Extrakt verwarf man, weil in ihn durch destilliertes Wasser 
nicht ausgelaugte Hiamoglobinreste iibergingen. Den folgenden Extrakt 
filtrierte man und benutzte ihn fiir die Versuche. Die zuriickgebliebene 
Muskelmasse wurde im Laufe einiger Tage wiederholt mit 0,25°% iger 
Essigsiure extrahiert, bis die Essigsiure nichts mehr aus der Muskelmasse 
auslaugte. Darauf wurden die Muskelreste mit Wasser ausgewaschen und 
durch 0,25°% iges Atznatron extrahiert. Den Extrakt filtrierte man und 
schlug aus ihm das Myostromin durch Neutralisation nieder. Die Lésungen 
des Myosins und der Niederschlag des Myostromins wurden im Eisschrank 


1 Die Bezeichnung Myogen hat in diesem Falle keinen Sinn. Der 
Weg der Bildung dieser Bezeichnung war folgender: Myosin Kiihne und 
Danilewsky -—» Myosinogen, d.h. in Myosin umwandelbar —~ Myogen. 
Die Bezeichnung Myosin, die fiir einen charakteristischen EiweiBstoff des 
Muskelplasmas vorgeschlagen ist, mu8 fiir ihn vorbehalten werden. 
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aufbewahrt, wobei ihnen, um bakterielle Zersetzung zu verhiiten, eine 
kleine Thymolmenge beigefiigt wurde. 


Die auf diese Weise gewonnene Myosinlésung war von gelblicher Farbe. 
Bei der Neutralisation entstand ein Niederschlag von weiBer Farbe. Die 
Myostrominlésungen waren von brauner Farbe und der Niederschlag war 
braungrau. Die erzielten Praiparate der EiweiBstoffe waren augenscheinlich 
durch begleitende Substanzen, insbesondere durch Lipoide, verunreinigt. 
Das bezieht sich besonders auf Myostromin. Wir erachten es aus zweierlei 
Erwagungen fiir nicht notwendig, sie weiter zu reinigen. Erstens denatu- 
riert die Behandlung mit siedendem Alkohol und mit Ather und nach- 
folgendes Trocknen bei der Entfernung der Lipoide den EiweiBstoff in 
hohem Grade. Zweitens geben die die EiweiBstoffe bei der Extraktion be- 
gleitenden Substanzen zweifellos den EiweiBeigenschaften auch innerhalb 
des Muskels ihr Gepriige. Somit sind in physiologischer Hinsicht nicht die 
EiweiBstoffe an sich von Interesse, sondern diese extrahierten festen Eiweib- 
Lipoidkomplexe. 

Zu vermerken ist, da das Waschen des Muskelbreis, die Extraktion und 
das Filtrieren der MuskeleiweiBstoffe tagelang dauert. In diesem Umstand 
kann die Méglichkeit der EiweiSstoffdenaturierung liegen, auf welche wir 
nachstehend zuriickkommen werden. 


Ill. Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die Stabilitat der Lésungen 
des Myosins und Myostromins. 


Die geringste Stabilitaét haben die EiweiSstoffe in der an den iso- 
elektrischen Punkt angrenzenden Zone. Als eine von den Methoden 
der Bestimmung des isoelektrischen Punktes wird die Bestimmung 
derjenigen Wasserstoffionenkonzentration angewandt, bei der die Koagu- 
lation des Kolloids am starksten ausgeprigt ist. Beide untersuchten 
EiweiBstoffe geben eine breite Koagulationszone. Um Fehler zu ver- 
meiden, die bei der Bestimmung des Koagulationsgrades mit dem Auge 
méglich sind, und um die Koagulationszone zu prazisieren, wendeten 
wir folgende Methode der quantitativen Bestimmung an. 

In eine Reagenzglasserie fiillte man gleiche Mengen der EiweiBstoff- 
lésung in Saéure (oder in Alkali), fiigte eine verschiedene Menge Alkali 
(oder Saéure) hinzu und goB Wasser zum Volumenausgleich nach. Nach 
einer bestimmten Zeitspanne wurde das in Lésung gebliebene EiweiB vom 
Niederschlag abfiltriert. In einer bestimmten Filtratmenge wurde nach 
Kjeldahl der Stickstoff bestimmt. Die Menge des EiweiSstickstoffs diente 
eben als Ma8 des in der Lésung gebliebenen EiweiBstoffes. py wurde elektro- 
metrisch bestimmt. Als Wasserstoffelektrode diente die U-férmige Elektrode 
von Michaelis. 


Bei der Untersuchung des Myosins wurde die Lésung des Myosins 
in 0,25°%,iger Essigsiure verwendet und eine verschiedene Menge 
n/5 Natronlauge hinzugefiigt. Als Ergebnis erhielt man ein Acetat- 
puffergemisch, das in diesem oder jenem Zustand Myosin enthielt. 
Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen I, II und III und auf Abb. 1 
zusammengestellt. 
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Tabelle I, A 
EinfluB des py auf die Stabilitat der Myosinlésungen. Zu 20 ccm der Myosin, Minin 
lésung in 25% iger Essigsiure wurden 0,2 n NaOH und Wasser bis 25 ccm dieser 
hinzugefiigt. Der Stickstoffgehalt in der Lésung betrigt 49,8 mg-%, Lésun 
BY Me , ss sy | ‘8 icks off 1enge 
Reagenzglaser | ges 0,2n NaOH | Pu “im Piltret 
Nr. i cem | mg-°/o 
1 1,0 4,42 49,2 
2 1,5 4,69 23,5 
3 2,0 4,86 19,0 
4 2,5 5,38 18,8 
5 3,0 5,69 17,4 
6 3,5 6,34 17,4 
7 3,7 7,33 20,4 
8 41 8,1 29,1 
9 4,2 8,2 29,1 
10 4,3 8,8 32,5 
Tabelle II. 
EinfluB des pq auf die Stabilitaét der Myosinlésung. Zu 20 ccm der Myosin- 
lésung in 0,25% iger Essigsiure wurden 0,2 n NaOH und Wasser bis 25 ccm 
hinzugefiigt. Stickstoffgehalt im Gemisch 33,6 mg-%. 
Nr. eem mg-°/o wende 
Seay Der V 
1 1,0 4,46 28,3 nach | 
2 1,5 4,61 26,6 . 
3 20 4.87 23.7 den it 
4 2,5 5,11 18,3 
5 3,0 5,46 17,4 
6 3,5 5,96 16,2 i 
7 3.7 6,63 16.2 Einflu 
8 3,9 7,36 17,4 20 ccm 
9 4,0 8,18 22,0 0,2 n } 
10 41 8,30 23,9 
11 4,2 8,88 26,6 — 
12 4,3 9,2 1 33,6 Reagen 
glise’ 
Tabelle III. = 
Einflu8 des py auf die Stabilitat der Myosinlésungen. Zu 20 ccm der Myosin- 1 
lésung in 0,25% iger Essigsiure wurden 0,2 n NaOH und Wasser bis 25 ccm 2 
hinzugefiigt. Stickstoffgehalt in der Lésung 33,6 mg-%. : 
._ | Menge | | Stickstoffmenge 
Reagenzgliser des 02n NaOH Pu ie Filtrat < D 
Nr. ecm | mg-°/» ‘ 
der is 
1 3.2 5,64 16,1 standi, 
2 3,4 5,88 15,5 schaft 
3 3,5 6,09 16,5 D 
4 3,6 6,30 16,6 Dani 
5 3,7 6,74 15,5 anile 
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Aus diesen Angaben ersieht man, daB die Zone des py mit dem 
Minimum der Stabilitaét ziemlich breit, von 5,6 bis 6,8, ist. Die Mitte 
dieser Zone entspricht dem py 6,2. In diesen Versuchen wandten wir 
Lésungen mit einem Myosingehalt von 0,55 bis 0,85 °,, an. Dabei blieben 
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mehr als 0,25°, des Myosins im Filtrat. Das fiir diese Versuche ver- 
wendete Myosin stand viele Tage in Form des Essigsiureextraktes. 
Der Versuch, der mit dem essigsauren Extrakt des Myosins am Tage 
nach der Extraktion und dem Filtrieren angestellt wurde, fiihrte zu 
den in Tabelle 1V zusammengestellten Egebnissen. 


Tabelle IV. 


EinfluB des Alters der Lésung auf die Stabilitét der Myosinlésungen. Zu 

20cem frisch gewonnener Myosinlésung in 0,25°% iger Essigsiure wurden 

0,2n NaOH und Wasser bis 25 cem hinzugefiigt. Stickstoffgehalt im Ge- 
misch 23 mg-°,. 








Reagenz- Menge Stic kstoffmenge Reagenz- Menge Stickstoffmenge 
glaser des 0,2n NaOH im Filtrat gliser des 0,2n NaOH im Filtrat 
Nr. ecm mg-°/9 Nr. ecm mg-°/o 
1 1,0 23,2 5 3,0 4,2 
2 1,5 19,6 6 3,5 3,9 
3 2,0 7,6 7 3,8 4,2 
4 2.5 6,2 8 4,2 23,0 





Diese Tabelle zeigt, daB bei derselben Salzzusammensetzung in 
der isoelektrischen Zone die Ausfallung des Myosins erheblich voll- 
standiger sein kann. Das Stehen mit Saure verandert die Eigen- 
schaften des Myosins. 

Der EinfluB starker Séuren (HCl) auf Myosin wurde noch von 
Danilewsky (9) beobachtet. Jedoch zeigt sich das Produkt der Ein- 
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wirkung der Salzsiure auf das Myosin, das ,,Syntonin‘, nach den An- 
gaben von Danilewsky als ein weniger léslicher Kérper als Myosin. 


In den Versuchen mit Myostromin gebrauchten wir Myostromin- 
lésungen in n/l00 KOH. Zu gleichen Mengen der Lésung fiigte man 
eine verschiedene Menge n/10 Essigsiure und Wasser bis zu gleichem 
Volumen hinzu. Die Bestimmung der Stabilitat der Lésungen und 
des pu geschah ebenso wie in den Versuchen mit Myosin. Die Ver- 
suchsergebnisse zeigen die Tabellen V und VI, sowie Abb. 1. 


Tabelle V. 


EinfluB des pq auf die Stabilitét der Myostrominlésung. Zu 10 cem der 
Myostrominlésung in n/100 KOH wurden n/10 Essigsiure und Wasser 





bis 20 ccm hinzugefiigt. Stickstoffgehalt im Gemisch 20,4 mg-°). 





Menge der Stickstoffmenge 


Reagenzgliser n/1l0 CH,COOH PH im Filtrat 
Nr. eem mg-°/> 
1 0,8 7,58 20,4 
2 0,9 7,55 19,1 
3 1,0 | 7,85 10,1 
4 1,2 (6,74 2,5 
5 1,3 | «589 1,4 
6 1,4 5,69 1,3 
7 1,6 5,32 1,3 
8 1,8 5,17 0,4 
9 2,0 5,03 0,4 
10 4.0 4,49 1,4 
11 10,0 3,98 2.5 


Tabelle VI. 
EinfluB des pq auf die Stabilitat der Myostrominlésung. Zu 10cem der 
Myostrominlésung in n/100 KOH wurden n/10 Essigsiure und Wasser 
bis 20 cem hinzugefiigt. Stickstoffgehalt im Gemisch 48,2 mg-°,. 





Menge der Stickstoffmenge 
Reagenzgliser — n/19 CH; COOH Pu im Filtrat 
Nr. ecm mg-9/9 
1 1,2 6,32 2,9 
2 1,3 6,03 2,8 
3 14 | 5,86 2.5 
4 1,6 5,41 1,7 
5 1,8 5,17 2,2 
6 4,0 | 4,50 2,7 
7 10,0 3,92 7,8 


Im ersten Versuch mit der Myostrominmenge von etwa 0,3", 
bei pu 5,0 bis 5,2 hat man eine fast vollstandige Sedimentierung des 
Myostromins, im zweiten Versuch mit héherem Gehalt an Myostromin 
(etwa 0,75°,) bleibt im Filtrat ein auBerst unerheblicher Teil de: 
Myostromins zuriick. Aus beiden Tabellen folgt, daBb die geringste 
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Stabilitét des Myostromins bei py 5,1 bis 5,3 vorliegt. Bei der Ver- 
schiebung in der alkalischen Richtung bleiben erhebliche Mengen des 
Myostromins in der Lésung bei py > 7, bei px tiber 7,5 fallt es aus 
der Lésung nicht aus. Bei der Verschiebung in der sauren Richtung 
\aBt sich der Beginn der Léslichkeitszunahme bei px 4,5 feststellen 
und eine deutliche Zunahme bei py unterhalb 4,0. Um ein starker 
saures Medium zu erhalten, stellten wir Versuche mit Zusatz von 
Salzséure statt der Essigsiure an (Tabelle VII und VIII). 


Tabelle VII. 


EinfluB der Reaktion des Mediums auf die Stabilitat der Myostrominlésung. 
Zu 10cem der Myostrominlésung in n/100 KOH wurden 0,5n HCl und 
Wasser bis 20 ccm hinzugefiigt. Stickstoffgehalt im Gemisch 52,9 mg-%,. 





Reagenz- ! Menge der | Stickstoffmenge Reagenz- Menge der Stickstoffmenge 
glaser || 0.2n HCl im Filtrat glaser 02n HCl im Filtrat 

Nr. H ecm mg-°/o Nr. ecm mg-°/9 

1 0,40 49.3 6 0,65 2,0 

2 0,45 11,5 7 0,70 2,2 

3 0,50 * 6,7 8 0,80 4,9 

4 0,55 < 0,3 9 1,00 48,2 

5 0,60 0,3 





* Die HCl-Menge ist dem KOH-Gehalt Aquivalent. 


Tabelle VIII. 


EinfluB der Reaktion des Mediums auf die Stabilitat der Lésung des Myo- 
stromins. Zu 10 cem Myostromin wurden 0,5 n HCl und Wasser bis 12,5 cem 
hinzugefiigt. Stickstoffgehalt im Gemisch 80,3 mg-°,. 





Reagenz- Menge der Stickstoffmenge Reagenz- Menge der Stickstoffmenge 
glaser 0,.2n HCl im Filtrat glaser O2n HC | im Filtrat 
Nr. eem mg-°/> Nr. ccm mg-° 9 
1 0,7 77.5 4 1,3 4,7 
2 0,9 29.4 5 1.6 74,7 
3 1,0* 4,7 6 2,0** 79.4 


* HCl-Menge dem KOH-Gehalt Aquivalent. 
** py des Gemisches 2,36. 


Aus diesen Versuchen tiberzeugen wir uns, daB die Sedimentie- 
rung nicht dann am besten stattfindet, wenn die Menge der hinzu- 
gefiigten Salzsiure genau der Menge des KOH entspricht, sondern 
bei einem sehr geringem Uberschu8 der Salzsiure. Dabei wird der 
Niederschlag groBflockig. Diese Veranderung ist mit dem Auge wahr- 
nehmbar. Wir wiederholten diesen Versuch viele Male und bemerkten 
in diesem Augenblick stets einen groBflockigen, momentan sedimen- 
tierenden Niederschlag. Diese Tatsache steht in vollem Einklang 
damit, daB der isoelektrische Punkt des Herzmyostromins. bei py 5,0 
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bis 5,3 liegt. Zweitens geht das Myostromin bei hinreichendem Saure- 
tiberschuB wieder in Lésung, bei py 2,4 (Tabelle VIII) fast die ge- 
samte Menge. 


Wenn wir jedoch Myostromin nehmen, das in Form einer Suspension 
in destilliertem Wasser aufbewahrt wurde, so erweisen sich Ver- 
suche, es in Saure aufzulésen, erfolglos. Sogar beim Stehen im Laufe 
vieler Tage in n/10 HCl gehen nur Spuren des Myostromins in Lésung. 


Diese Erscheinung ist deutlich auf das ,,Altern’’ des Kolloids 
zurickzufithren. Um eine Vorstellung tiber diese Eigenschaft des Alterns 
zu erhalten, haben wir den folgenden Serienversuch angestellt. 


Zu 10cem der Myostrominlésung in n/100 KOH fiigte man 0,52 ccm 
n/5 HCl hinzu, eine Menge, die fiir die Gewinnung des am meisten groj- 
flockigen, leicht sedimentierenden Niederschlags notwendig ist. Diesen 
Niederschlag lieS man stehen, also wahrend verschiedener Zeitspannen 
,altern’. Darauf fiigte man zu allen Reagenzglisern 0,48 ccm n/5 H(! 
hinzu, eine Menge, die fiir die augenblickliche Lésung ausreicht, wenn kein 
Altern vorliegt. Die Mischung lieB man eine Stunde lang stehen. Von Zeit 
zu Zeit wurde das Gemisch geschiittelt, weiterhin filtriert und im Filtrat 
der Stickstoff bestimmt. 


Das Ergebnis veranschaulicht Tabelle IX. 


Tabelle 1X. 


EinfluB des ,,Alterns‘‘ des Myostromins auf seine Léslichkeit in Siure. 

Zu 10 ccm der Myostrominlésung in n/100 KOH wurden 0,52 ccm n/5 H(! 

und darauf nach Ablauf der nachstehend angefiihrten Zeit wieder 0,48 ccm 

n/5 HCl hinzugefiigt. Nach einer Stunde wurde das ungeléste Myostromin 
von der Lésung abfiltriert. 





Dauer Stickstoffmenge 
Reagenzgliser des ,Alterns* im Filtrat 
Nr. Stdn. mg-9/, 
1 24 < 0,8 
2 5 < 03 
3 2 3,9 
4 1 24.6 
5 0 26,9 


Die Resultate des ,,Alterns‘‘ a4uBern sich hinsichtlich der Léslich- 
keit sehr stark und rasch. Dieser Umstand ist deswegen von Inter- 
esse, weil fiir die Extraktion des Myostromins auch 1°/,,ge Salzsaure 
vorgeschlagen worden ist (M.D. TIljin). Bei lange dauerndem Aus- 
waschen des Blutes aus dem Muskelbrei ist der Ubergang des Myo- 
stromins in einen schwer léslichen Zustand méglich. Ubrigens ist beim 
gleichzeitigen Vorliegen der Myostromine und Myosine ein anderer 
Verlauf des ,,Alterns“ méglich. Unseres Erachtens nach stellt diese 
Frage ein wichtiges Problem von selbstandiger Bedeutung dar. 
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IV. Viskositat der Myosin- und Myostrominlésungen. 


Die folgende Eigenschaft, hinsichtlich derer wir eine parallele 
Untersuchung zwischen den Lésungen des Myosins und Myostromins 
angestellt haben, ist ihre Viskositaét. Hier zeigte sich der Unterschied 
am augenfalligsten. 


Die Viskositaét bestimmte man nach der Dauer des Abflusses aus dem 
Traubeschen Stalagmometer. Die Methode der Viskositatsbestimmung der 
Kolloide vermittelst kapillarer Viskosimeter ist von einer Reihe von 
Forschern, insbesondere von Freundlich, einer scharfen Kritik unterzogen 
worden. Wo. Ostwald (10) bewies sowohl theoretisch als auch experimentell, 
da8 beim Einhalten einiger Bedingungen, insbesondere bei einer Anordnung, 
welche einen konstanten Druck sichert, die Bestimmung mit Hilfe eines 
Kapillarviskosimeters in relativen Einheiten ebensolche Resultate gibt 
wie bei Anwendung komplizierterer Apparate. Das T'raubesche Stalagmo- 
meter teilt die Mangel aller Viskosimeter und hat noch den Mangel, 
daB der Niveauunterschied groB ist. Jedoch kann man fiir die Zwecke 
der vergleichenden Untersuchung sich mit diesem Mi8stand zufrieden 
geben, um so mehr, als, wie nachstehend ersichtlich sein wird, der 
Unterschied zwischen Myosin und Myostromin betreffs der Viskositat 
augenfallig ist. 

Die Bestimmungen sind bei 20°C ausgefiihrt. Das px variierte 
man durch Hinzufiigen verschiedener Mengen Alkali fiir Myosin und 
Essigsaure fiir Myostromin, so daB ein Acetatpuffersystem  erzielt 
wurde. Jede Bestimmung wurde viermal wiederholt. In den Fallen, in 
welchen der EiweiBstoff aus der Lésung als Niederschlag ausfiel, 
wurde vor dem EingieBen in das Stalagmometer das Gemisch sorgfaltig 
geschiittelt. Die in den Tabellen angefiihrten Zahlen sind der Quotient 
aus der Division der AbfluBzeit der EiweiBlésung durch die Zeit des 
Wasserabflusses. 


Die Ergebnisse der Bestimmungen (Tabelle X, XI und Abb. 2) 
zeigen, daB Myosinsuspensionen zwei Maxima aufweisen, das erste 
bei pu 4,9 bis 5,1 und das zweite, weniger ausgeprigte, bei py etwa 
gleich 7,0. Bei héherem py ist die Viskositat bei gleichzeitiger Lésung 
des Myosinniederschlags herabgesetzt und steigert sich dann wieder 
etwas (py etwa 9). Zwischen den beiden Maxima ist die Viskositat 
geringer, wobei das Minimum bei py 6 bis 6,3 liegt. Die GréBen, die 
die Viskositaét des Myosins charakterisieren, sind sehr erheblich. Beim 
Gehalt des Myosins von etwa 0,85 °%, (Tabelle XI) erreicht das 
Maximum der Viskositat — 2,4. 


Tabelle X. 


Viskositat der Lésung oder der Suspension des Myosins bei verschiedenem px. 
Alter“ zwei Stunden. Stickstoffgehalt 33,6 mg-°,. 





Pu: 4,46 | 4,61 4,87 5,11 546 596 663 7,36 818 830 888 9,21 


Viskositat. . 1,19 1,48 1,87 1,91 1,74/ 1,57 1,72 1,68 1,45 1,29 1,36 1,54 
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Tabelle XI. 


Viskositat der Lésung oder der Suspension des Myosins bei verschiedenem }),, 
» Alter“ drei Tage. Stickstoffgehalt 48,8 mg-°,. 








Pu: 4,42 4,69 4,86 P 5,38 5,69 6,34 7,33 
Viskositaét. . 1,35 2,20 2,40 2,17 2,09 1,87 2,05 
25 T T 
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Abb. 2. 


Bei der Bestimmung der Viskositaét der Myosinsuspensionen mui 
man deren ,,Alter’ beriicksichtigen. So verringert sich in dem dem 
isoelektrischen Punkte benachbarten Gebiet beim Stehen die Viskositat 
allmahlich. Als Beispiel kann die Tabelle XII dienen. 


Tabelle XII. 


EinfluB des ,,Alters*‘ des Myosinniederschlags auf die Viskositaét der Myosin- 
suspension. Stickstoffgehalt 33,6 mg-%,. 





Pu: 5,64 5,88 6,09 6,30 6,74 
Viskositét mach 1Stde. . || 1,79 1,76 | 1,64 1,72 1,66 
K , 2S8tdn.. . || 1,75 172 | 158 1.65 1.60 


Wenn wir uns den Ergebnissen zuwenden, die die Viskositat der 
Lésungen und Suspensionen des Myostromins veranschaulichen, dann 
erhalten wir ganz andere Zahlen (Tabelle XIII und XIV_ und 
Abb. 2). Die Viskositat ist sehr geringfiigig. Bei verdiinnten Lésungen 
(Tabelle XIII) unterscheidet sie sich wenig von der des Wassers. 
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Tabelle XIII. 


Viskositat der Lésung oder der Suspension des Myostromins bei verschie- 
denem py. ,,Alter** 2 Stunden. Stickstoffgehalt 20,4 mg-°,. 





Pa: | 7,58 7,55 7,385 | 6,74 | 5,89 | 5,69 | 5,82 | 5,17 | 5.08 4,49 | 3,98 
Viskositat. .  1,06)1,04 1,02 1,04 1,05 | 1,05 | 1,05 1,07 1,05 1,05 1,05 


Tabelle XIV. 


Viskositat der Lésung oder der Suspension des Myostromins bei verschie- 
denem py. ,,Alter“’ 5 Stunden. Stickstoffgehalt 48,2 mg-°,. 





Pu: 6,32 6,03 5,86 5,41 5,17 5,02 4.50 3,92 


Viskositat. . 1,15 1,09 1,09 1,09 1,11 1,13 1,12 1,19 


Dabei wirkt das py des Mediums nicht auf die Viskositaét. Bei 
groBerem Gehalt an Myostromin (Tabelle XIV) kann man feststellen, 
daB bei einer erheblichen Verschiebung von der isoelektrischen Zone in 
der alkalischen oder sauren Richtung eine gewisse Erhéhung der Vis- 
kositat vorliegt. Der Unterschied zwischen dem Myostromin und Myosin 
iuBert sich am deutlichsten beim Vergleich der Tabellen XI und XIV. 
Bei fast gleichem Gehalt an Myosin und Myostromin besitzt das erste 
die maximale Viskositat 2,4, das zweite nur 1,19. Die Form der Kurven, 
welche die Abhangigkeit der Viskositaét vom py zeigen, haben in ihrer 
Gestalt nichts Gemeinsames. Diese Angaben kennzeichnen das Myosin 
als einen EiweiBstoff mit ausgesprochen lyophilen Eigenschaften. 
Unerhebliche Verschiebungen des pq wirken prignant auf den Grad 
der Hydratation seiner Teilchen. Den isoelektrischen Punkt kann man 
nach den Viskositétmessungen in der Zone py 6,0 bis 6,3 annehmen, 
was in gutem Einklang mit den vorstehend gemachten Angaben iiber 
die Stabilitét dieses EiweiBstoffs in Lésung steht. Das Myostromin 
dagegen erweist sich als ein lyophober EiweiBstoff. Die .Verinde- 
rungen der Viskositaét sind bei verschiedenem pg unerheblich. Die Be- 
stimmung des isoelektrischen Punktes nach der Viskositaét ist er- 
schwert. Man kann nur sagen, daB er in der Nahe von py 5,5 liegt. 


V. Spezifische Refraktion. 

Nach den Beobachtungen von Robertson (2) besitzen Eiweibstoffe, 
die sich durch ihre chemische Zusammensetzung und ihre physikalisch- 
chemischen Eigenschaften unterscheiden, eine verschiedene spezifische 
Refraktion. Da Myostromin sich prignant von Myosin sowohl chemisch 
als auch physikalisch-chemisch unterscheidet, war es von Interesse, 
die spezifische Refraktion beider zu bestimmen. 


Die Bestimmungen wurden im Refraktometer von Pulfrich ausgefiihrt. 
Dies Refraktometer hat ein Alhidade mit einem Nonius, der den Winkel mit 
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der Genauigkeit von einer Minute abzulesen gestattet. Diese Ablesung ist 
jedoch sehr schwierig und unzuverlissig. Um daher genaue Resultate mit 
verdiinnten Lésungen zu erhalten, verfuhren wir auf folgende Weise. Zuerst 
brachte man in den Zylinder des Refraktometers destilliertes Wasser uid 
stellte das Fadenkreuz auf die Grenzlinie des Natriumstreifens ein. — [1 
dieser Lage wurde das Alhidade fixiert und die Lage der Mikrometer. 
schraube notiert, die fiir die Bestimmung der Dispersion dient. Daraut 
wurde das Wasser durch die zu untersuchende Lésung ersetzt und die 
Grenzlinie mit dem Fadenkreuz nur mittels der Mikrometerschraube zur 
Deckung gebracht. Die neue Ablesung erlaubte, die Abnahme des Winkels 
mit einer Genauigkeit von 0,1 Minuten zu bestimmen, d.h. mit einer 
Genauigkeit, welche die unmittelbare Ablesung wenigstens um das Zehn- 
fache iibertrifft. Dies Verfahren gestattet, mit gréBerer Genauigkeit den 
Grad der Refraktion zu bestimmen, die von dem Vorhandensein diese: 


oder jener im Wasser gelésten Substanz abhingt. Fiir die Bestimmung der 


spezifischen Refraktion wurde sowohl das Myosin als auch das Myostromin 
vorlaufig sedimentiert und dann zentrifugiert, die Niederschlage wurden 
mehrtach mit destilliertem Wasser mit nachfolgendem Zentrifugieren und 
Dekantieren gewaschen. Das ausreichende Auswaschen wurde an Hand der 
Bestimmung der elektrischen Leitfaihigkeit bestimmt (* 1—1,5. 1074), 
Darauf wurde der Niederschlag in einen MeBkolben von 25 cem gebracht 
und 2,5 cem n/10 KOH und Wasser bis zur Marke hinzugefiigt. Auf diese 
Weise erhielt man eine EiweiSstofflésung in n/100 KOH. An Hand des 
vorstehend beschriebenen Verfahrens bestimmten wir den Refraktions- 
index von n/100 KOH und der EiweiBlésung in n/100 KOH. Die Eiweil} 
menge wurde durch eine Trockenbestimmung ermittelt (105°C) mit einer 
Korrektur auf die vorhandene KOH. Die Berechnung geschah auf K,CO 
Zur Kontrolle wurde der feste Riickstand fiir die Bestimmung des Stickstofts 
nach Kjeldahl verascht. 


Die Bestimmungsergebnisse zeigt Tabelle XV. 


Tabelle XV. 


Refraktionsindex der Lésungen des Myosins und Myostromins. 
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» Nr. 2 || 15,6 |1,383 82 1,333 43) 1,335 37 1,06 16,8 0,001 83 
Myostromin 
Nr.1. . . 18 (1,833 19 1,333 30 1,336 58 1,76 13,8 0,001 86 
Myostromin 
Nr.2...)/17 | — 1,333 32. 1,337 01 2,03 — 0,001 82 


Die Tabellen zeigen, daB bei der Berechnung auf 1 °,, des Eiweibes 
sowohl Myosin als auch Myostromin eine gleiche spezifische Refraktion 
haben. Die fiir Myosin gewonnenen Zahlen sind etwas niedriger als 
die, welche von Robertson fiir Globuline des Serums angegeben werden 
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(0,00229). Man muB8 darauf hinweisen, da in der Literatur [Arndt und 
Hafner (12), Deseo (13)] der Serumglobuline widersprechende Angaben 
vorliegen. Deseo gibt insbesondere fiir Serumglobuline viel niedrigere 
(0,00169 im Durchschnitt) und dazu schwankende Zahlen an. Somit 
fallt es schwer, unsere Ergebnisse mit den Literaturangaben zu ver- 
gleichen. Vergleicht man die spezifische Refraktion des Myostromins mit 
derjenigen solcher EiweiBsubstanzen wie Casein, Ovovitellin, so erweist 
es sich, daB& dieselbe fiir das erste erheblich héher ist. Nach Robertson 
ist fir die zuletzt genannten EiweiBsubstanzen die spezifische Refraktion, 
auf 1°,igen EiweiBstoff berechnet, gleich 0,00152 bis 0,00130. Es ist 
zu beriicksichtigen, daB Myostromin sich augenscheinlich in einer 
Komplexverbindung mit Pigmenten und Lipoiden befindet. Darauf 
weist sowohl die dunkle Firbung der Lésung als auch der er- 
heblich kleinere Stickstoffgehalt als im Myosin hin. Aber diese 
Verunreinigungen sind mit Myostromin auBerst fest verbunden und 
lassen sich sogar bei dex Behandlung mit kochendem Alkohol und 
Ather nicht vollstandig entfernen, so daB wir, wenn wir den EiweiB- 
stoff nicht denaturieren wollen, das Myostromin in dieser Form an- 
wenden miissen. 


VI. SehluB. 


Die beiden Gruppen der spezifischen Eiwei8substanzen des 
Muskels, die Myosine und Myostromine, unterscheiden sich aubBer 
in der chemischen Zusammensetzung (Jljin, Gessner, Kreines und 
Galwialo) voneinander auch durch ihr kolloid-chemisches Verhalten. 
Wahrscheinlich besteht sowohl die erste als auch die zweite Gruppe 
nicht aus einem vdollig einheitlichen EiweiBstoff. Dieser Ansicht 
sind Danilewski, Iljin u. a. Howe (14) trennt die MuskeleiweiB- 
stoffe durch Sedimentieren der EiweiBsubstanzen des Muskels durch 
Salzlésungen von verschiedener Molarkonzentration in eine Reihe 
von Fraktionen. Wir erhielten in unserer Arbeit beim Sedimentieren 
des Myosins aus den letzten Extraktionen einen Niederschlag, der sich 
etwas von den Niederschligen der ersten Extraktionen unterscheidet. 
Daher sprechen wir von Myosinen und Myostrominen, und _ nicht 
von Myosin und Myostromin. Das typische aus den ersten Extrak- 
tionen gewonnene Myosin besitzt ausgesprochen hydrophile Eigen- 
schaften. Beim Neutralisieren von Lésungen, die im ganzen nur 1”, 
Myosin enthalten, erhalt man eine zaihe Gallerte. Um eine Gallerte 
mit héherem Myosingehalt zu erhalten, mu® man sie zentrifugieren 
oder durch Leinwand filtrieren. Dann gelingt es, eine gewisse 
Wassermenge zu entfernen. Das Myosin gibt leicht bei der Ver- 
schiebung von der isoelektrischen Zone in der sauren oder alkalischen 
tichtung stabile Lésungen. Ein Teil desselben bleibt im Beisein 
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geringer Salzmengen sogar beim isoelektrischen Punkt besteh: 
sein isoelektrischer Punkt liegt auf dem Gebiet pg 6,0 bis 6.3 
Nach allen diesen Eigenschaften kann man es mit dem Myogen Web. 
identifizieren. 

Das Myostromin dagegen kann man mit vollem Recht als eine 
hydrophobe EiweiBsubstanz bezeichnen. Bei dem isoelektrischen Punkt 
fallt es fast vollstindig aus, sein Niederschlag ist schwer und fest. Dic 
Viskositat der Suspensionen des Myostromins nahert sich der Viskosit::t 
von Suspensionen. Sein isoelektrischer Punkt liegt in der Zone py 5,\) 
bis 5,5. Alle diese Eigenschaften machen es wahrscheinlich, daB der 
von Weber als Myosin bezeichnete EiweiBstoff dem Myostromin von 
Danilewsky entspricht. Danilewsky schrieb dem Myostromin die aus- 
schlaggebende Rolle im Mechanismus der Kontraktion zu. Jetzt ist 
es schwer, diese Ansicht zu vertreten. In unserer vorhergehenden 
Arbeit (3) zeigten wir, daB Myostromin in den Muskeln sich in weit 
geringerer Menge befindet, als Danilewsky glaubte. Die vorliegende 
Arbeit, insbesondere das Studium der Viskositat der Myosinsuspensionen 
zeigt, wie empfindlich sich das Myosin gegeniiber Verschiebungen des 
pu erweist. Unerhebliche Verschiebungen des pg ziehen betrachtliche 
Verdnderungen des Zustandes des Myosins nach sich. Zurzeit ist der 
Mechanismus der Muskelkontraktion nicht aufgeklart. Zweifellos ist 
nur, daB die wesentlichste Rolle in ihm die Wasserwanderungen spielen. 
Myosin erweist sich in diesem Falle als ein Eiweibstoff, der durchaus 
dieser Eigenschaft des Mechanismus entspricht. Seine Quellfahigkeit 
ist auBerordentlich groB. Bei den groBen Mengen des Myosins, die 
im Muskel vorliegen, muB die Neigung zum Aufquellen sehr stark 
ausgeprigt sein. Und wahrscheinlich erweist sich das Myostromin als 
ein EiweiBstoff, der diese Neigung zuriickdrangt, der gleichsam das 
Myosin einmauert. Auch in dieser Beziehung kennzeichnet die Be- 
nennung ,,Myostromin” diese EiweiBsubstanz am besten. 

Dank der Arbeit von Pischinger (15) 1aBt sich auch die histologische 
Verteilung dieser beiden EiweiBsubstanzen nachweisen. Mit Hilfe 
histologischer Methodik fand Pischinger auBer den Eiweifsubstanzen 
der Kerne (mit dem isoelektrischen Punkt bei py 3,3 bis 3,5) zwei 
EiweiBstoffe: den einen, der die Q- und Z-Scheiben darstellt und seinen 
isoelektrischen Punkt bei py 6,3 bis 6,5 hat, und den anderen EiweiBstoff 
mit dem isoelektrischen Punkt bei py 4,7 bis 4,9, der die J-Streifen 
darstellt. Der EiweiBstoff der aktiven Teile der Muskelfibrillen hat 
somit den isoelektrischen Punkt des Myosins, und die andere Eiweil’- 
substanz den isoelektrischen Punkt des Myostromins. Bei den Muskel- 
kontraktionen werden die Scheiben Q und J dicker und kiirzer, wobe! 
die Scheibe so diinn werden kann, da®B sie fast nicht mehr wahr- 


nehmbar wird. 
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SchluBfolgerungen. 


Auf Grund des angefiihrten Materials kénnen wir hinsichtlich der 
KiweiBsubstanzen des Pferdeherzens folgende Schliisse ziehen: 

1. Die Myosine und Myostromine unterscheiden sich AauBberst 
pragnant voneinander durch ihre kolloid-chemischen Eigenschaften. 

2. Das Myosin stellt einen EiweiSstoff mit stark ausgepragten 
hydrophilen Eigenschaften und dem isoelektrischen Punkt im Gebiete 
pu 6,0 bis 6,3 dar. 

3. Das Myostromin stellt einen Eiweifstoff dar, den man als 
hydrophob bezeichnen darf. Sein isoelektrischer Punkt liegt im Gebiet 
pu 5,0 bis 5,5. 

4. In den Suspensionen des Myosins und Myostromins kann man 
Erscheinungen des ,,Alterns* nachweisen, die sich bei Myosin hinsichtlich 
der Viskositaét und bei Suspensionen des Myostromins hinsichtlich der 
Léslichkeit in Saéuren auBern. 

5. Myosin und Myostromin haben eine gleiche spezifische Re- 
fraktion. 
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Zur Verwendbarkeit des jodkolorimetrischen Prinzips 
bei Stirkebestimmungen. 


Von 


Lauri Paloheimo. 
(Aus dem Institut fiir Haustierlehre der Universitat Helsingfors.) 
(Eingegangen am 5. April 1930.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Seitdem Ewers! und Lintners? leicht durchfiihrbare polarimetrische 
Stairkebestimmungsmethoden iiberall, und besonders fiir praktische 
Zwecke Eingang gefunden haben, ist man kaum ernstlicher bestrebt 
gewesen, auf anderen Prinzipien begriindete allgemeingiiltige Starke. 
bestimmungsverfahren auszuarbeiten. Es ist eigentiimlich, da auch das 
jodkolorimetrische Prinzip als Grundlage zu einer brauchbaren Starke. 
bestimmungsmethode trotz einiger Versuche keine Anwendung erlangt 
hat. Die blaue Farbe des Jodadsorptionsproduktes der Starke ist eben 
eine nur fiir die Starke charakteristische Erscheinung. Andere Pflanzen- 
stoffe werden nicht von schwachen Jodlésungen gefarbt, wahrend sogar 
sehr schwache Lésungen der hydratisierten Starke eine Farbe annehmen, 
die vielfach intensiver ist als die Farbe der starkefreien Jodlésung. 
Das Vermégen, die Ebene des polarisierten Lichtes zu drehen, ist dagegen 
keine nur fiir die Starke charakteristische Eigenschaft, sondern findet 
sich auch bei den aus manchen anderen Pflanzenstoffen gewonnenen 
Lésungen. Man kénnte folglich erwarten, dab auf der Jodfairbung der 
Starke eine analytische Methode aufgebaut werden kénnte, die wenigstens 
ebenso zuverlassig ware, wie die polarimetrischen Starkebestimmungs- 
verfahren. Der Verfasser glaubt, die gré8ten Schwierigkeiten iiber- 
wunden zu haben, welche die friiheren jodkolorimetrischen Starke- 
bestimmungsmethoden fuBerst unpraktisch, ja sogar unbrauchbat 
machten. Im folgenden werde ich die Begriindung meiner Methode 
nebst der Ausfiihrung derselben erklaren und schlieBlich einige Resultate 
anfiihren, die aus jodkolorimetrisch und polarimetrisch durchgefiihrten 
Parallelbestimmungen gewonnen sind. 








1 Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBmittel 1906, II, 8. 252 
2 Ebendaselbst 1908, IT, S. 509. 
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Vorbereitende Untersuchungen. 


DaB die Bestrebungen von Dennstedt und Voigtldénder! sowohl als 
auch diejenigen von Cassel* und Tian’, ein anwendbares jodkolorimetrisches 
Starkebestimmungsverfahren auszuarbeiten, erfolglos blieben, hat seinen 
Grund hauptsachlich darin, daB man die zu untersuchende Lésung durch 
Verdiinnung in Starke- und Jodkonzentration nicht mit der Kontroll- 
lisung gleichwertig machen konnte. Deshalb versuchte der Verfasser, 
zuerst klarzulegen, in welchem MaBe die Farbe einer Jod und Starke ent- 
haltenden Lésung auf der Konzentration der Starke und des Jods beruht. 
Die Lichtabsorption der Lésungen wurde mittels eines in Abb. 1 dar- 
gestellten sehr einfachen Apparats untersucht. Auf einige Holzklétze 
wurde eine Glasscheibe (aus Milchglas) gelegt und mit schwarzem Papier 
bedeckt, das mit einer runden Offnung versehen war, und unter diese 
Offnung wurde eine lichtstarke Lampe gestellt. Aus der zu untersuchenden 
Losung wurde in einen 100 cm hohen, mit schwarzem Papier verhiillten 
Zylinder soviel gegossen, bis das Auge das die Lésung durchdringende 
Licht der Lampe nicht mehr wahrnehmen konnte. Die Héhe dieser Fliissig- 
keitssaule gibt die relative Lichtdurchlassigkeit der Lésung an. In folgenden 
Versuchen ist die Lichtdurchlassigkeit in Kubikzentimetern ausgedriickt. 
(Dies ist vollkommen berechtigt, weil die Querschnittsebene des Zylinders 
in jeder Héhe gleich groB ist.) 


Abb. 1. 
Apparat fiir die Be- 
-—— stimmung der relativen 
=a Lichtdurchlissigkeit der 


Lisungen. 
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Die Jodlésung wurde in folgender Weise angefertigt: Eine 5°,ige 
wasserige K J-Lésung wurde mit Jod gesittigt, und aus dieser konzentrierten 
Lésung bereitete man darauf eine viermal verdiinnte Gebrauchslésung. 

Die Starkegrundlésung wurde folgendermaBen hergestellt: 500 mg 
lufttrockene Starke (12°; Wasser) wurden in ein 600 ccm fassendes Becher- 
glas gesch ittet und mit ein wenig kaltem Wasser aufgeschlammt, wonach 
man ins Becherglas soviel kochendes Wasser goB, bis das Volumen 400 ccm 
betrug. Dann lieB man die Lésung 15 Minuten kochen, worauf man 20 cem 
n Schwefelsaéure hinzufiigte und die Lésung nochmals 15 Minuten kochen lieB. 
Nach dem Kochen wurde die Lésung rasch in flieBendem Wasser abgekiihlt 
und bis zu genau 400 ccm wieder verdiinnt. (Die Normalitat der Lésung 


1 Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBmittel 1895, S. 431. 

2 Ebendaselbst 1916, II, S. 504. 

3 Walton, A Comprehensive Survey of Starch Chemistry 1, 170. 
Part 2. New York 1928. 
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in bezug aut Schwefelsiure wurde somit 0,05.) Aus der auf diese Weise ; 

gefertigten Grundlésung bereitete man verdiinnte Lésungen mit verschied: 
hoher Starkekonzentration, die man mit ungleichen Jodmengen versetzte. |): 
relative Lichtdurchlassigkeit der Lésungen ist aus der Tabelle I ersichtlic | 


Tabelle I. Die Abhiangigkeit der Lichtdurchlassigkeit von der Starke- und 
Jodkonzentration der Lésungen. 
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f) 3,0 930 500 260 220 160 140 115 - 

g) 4,0 910 475 235 180 150 120 100 

h) 5,0 890 460 220 160 135 110 90 es 

i) 6,0 880 460 220 150 120 100 80 — 
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Die in der Tabelle I angefiihrten Versuchs 
resultate sind in Abb. 2 und 3. graphisc! 
wiedergegeben. 

Wenn wir auf die Tabelle I und die Abb. 2 
naher eingehen, beobachten wir, daB die Farben 
intensitaét der Starkelésungen nach den ersten 
Jodzugaben sehr stark zunimmt, wahrend 
spiter, wenn die Lésungen schon viel Jod 
enthalten, die Zunahme der Farbenintensitit 
nach jeder Jodzugabe geringer wird, bis ihre 
GréBe zuletzt fast konstant wird. Dies kénnte 
man so erkliren, daB, solange die Jodkonzen 
tration gering ist, beinahe das ganze Jod der 
Lésung in der Starke adsorbiert ist, waihrend 
nur ein kleiner Bruchteil des Jods als schwach 
getirbte wasserige Lésung vorkommt. Wenn 
jedoch die Konzentration des Jods zunimmt, 
wird das Jod zwischen Stirke und Wasser s 
verteilt, da immer kleinere Mengen an Starke 
und immer gréBere Mengen an Wasser ge- 
bunden werden. Weil auch die wasserige Lésung 
des Jods etwas Licht absorbiert, ist es selbst- 
verstindlich, daB8 die Intervalle zwischen den 
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Abb. 2. Die Kurven der Jodmenge verursachten Dunkelheitszunahme 
ame mit egg entspricht. Dasselbe kann man auch in Abb. 2 
Stairkekonzentration. (Die : . ’ yas a 
ieiehemeniitiia ts een: wahrnehmen, da die Kury en allmahlich 
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nnite (Die Stirkekonzentration ist veriinderlich.) 
Zen 
| der Es ist bemerkenswert, dal zwei Jodstarkelésungen, obgleich sie dieselbe 
ie Lichtdurchlassigkeit hesitzen, doch nicht denselben Farbenton zu haben 
np brauchen. Je gréBer das Verhaltnis der Stirkekonzentration: zur Jod- 
Venn konzentration ist, desto blauer sehen die Lésungen bei durchgehendem 
amt, Licht aus; aber je kleiner dieses Verhaltnis ist, desto mehr ins Rote gehen 
“ . die Lésungen, wahrend die violetten Farbténe die Zwischenstufen bilden. 
arke s 


Aus der oben beschriebenen Anfertigungsweise der Starkegrundlésungen 
Be kann man schlieBen, daB die Starke in diesen Lésungen schwach dextriniert 


bung ist. Das Zustandekommen der roten Farbenténe beruht gerade auf dieser 
Ibst- Dextrinierung. Die undextrinierten Lésungen geben mit JodiiberschuB 
- eine griinliche Farbe. 

Aus der Tabelle I und Abb. 3 ersehen wir, daB bei konstanter 
halal, Jodkonzentration die Farbentiefe der Lésungen durch die ersten Starke- 
pnen zugaben stark zunimmt, aber Grad fiir Grad wird die Zunahme der 
¢ Farbentiefe geringer, bis eine Starkezugabe schlieBlich keine Farben- 
™ veranderung hervorruft. Dies ist leicht zu erklaren: Die Lésung enthalt 


Je anfangs viel Jod, das nicht an Starke gebunden ist. Nach den nachst- 
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folgenden Starkezugaben wird ein bedeutender Teil dieses Jods an 
Stirke gebunden (wobei eine starke Zunahme der Farbenintensitat 
hervortritt), wahrend nur ein kleiner Teil frei verbleibt, und wenn man 
noch etwas Starke zur Lésung hinzufiigt, kann diese kleine Menge 
von ,,freiem‘’ Jod kaum eine Farbenverinderung mehr verursachen. 
Man sieht somit, daB die Kurven in Abb.3 zuletzt in wagerechte 
Linien tibergehen miissen. Es ist jedoch bemerkenswert, daB die 
Kurven sich sehr langsam senken, was darauf beruhen muB, da 
sogar diejenigen Lésungen, welche schon sehr starkereich und zu- 
gleich jodarm sind, doch verhaltnismaBig viel ,,freies‘‘, nicht adsor- 
biertes Jod enthalten. 

Aus obigem geht schon hervor, daB bei Verdiinnung der Jodstarke- 
losungen mit Wasser die Lichtdurchlassigkeit nicht direkt proportional 
mit dem Verdiinnungsgrad zunimmt, sondern daB die Lichtdurchlassig- 
keit nach jeder Wasserzugabe mehr zunehmen muB, als man auf Grund 
der Verdiinnung berechnen kénnte. Zum Beispiel: Die Lésung f) Nr. 4 
in der Tabelle I enthalt genau die Halfte der Jod- und Starkemengen 
der Lésung i) Nr. 7, aber trotzdem verhalten sich die Lichtdurchlassig- 
keiten dieser Lésungen nicht wie 2/1, sondern wie 220/80 = 2,75. Um 
diese fiir jedes jodkolorimetrische Starkebestimmungsverfahren wichtige 
Frage genauer zu untersuchen, wurden einige verhaltnismaBig konzen- 
trierte Lésungen, die Jod und Starke in verschiedenen Proportionen 
enthielten, gradweise mit Wasser verdiinnt, und die relative Licht- 
durchlassigkeit der gewonnenen Lésungen wurde auf die friiher be- 
schriebene Weise festgestellt. Die Resultate sind aus der Tabelle I] 
ersichtlich. Die in Klammern geschriebenen Zahlen der Tabelle sind 
dadurch gewonnen, daB die Zahlen der Kolumne a) mit den Verdiinnungs- 
koeffizienten multipliziert worden sind. 

Aus der Tabelle II sehen wir, daB, mit Ausnahme von sechs Fallen, 
die auf Versuchsfehlern beruhen miissen, die Lichtdurchlassigkeit der 
verdiinnten Lésungen gréBer ist, als die Lichtdurchlassigkeit der unver- 
diinnten Lésungen mit Verdiinnungskoeffizienten multipliziert. Diese 
Tatsache ist leicht zu verstehen, wenn wir uns iiberlegen, dab es die 
relativen Mengen von Starke und Wasser sind, die die Verteilung des 
Jods zwischen Starke und Wasser bestimmen. Wenn die Menge des 
Wassers bei gleichbleibenden Gesamtmengen von Jod und Starke ver- 
gréBert wird, folgt eine Abwanderung des Jods aus der Starke ins 
Wasser, wobei natiirlich eine der abwandernden Jodmenge ent- 
sprechende Farbenabschwichung der Starke zustande kommt. Die 
Verdiinnung mit Wasser verursacht somit nicht nur eine Verlangerung 
der Entfernungen zwischen Men einzelnen ,,Farbenpunkten‘, sondern 
auch zugleich eine Schwachung der Farbenintensitat bzw. Entfarbung 
einzelner ,,Farbenpunkte“. 
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Die in Abb. 4 ersichtlichen Diagramme sind folgendermaBen avis 
getiuhrt: Die Jodkonzentrationen sind auf die Y-Achse geschrieben und di: 
Starkekonzentrationen auf die X-Achse, und danach hat man auf de 
Koordinatenebene alle diejenigen Punkte aufgezeichnet, die den in de 
Tabellen I und IT angefiihrten Lésungen entsprechen. (Die relative Licht. 
durchlissigkeit der Lésungen ist in Abb. 4 mit Zahlen angegeben, die zelin 
mal kleiner sind als die entsprechenden Zahlen in den Tabellen I und II. 
Mit Hilfe dieser zahlreichen Punkte sind dann die Isotransparenzkurven 
fiir elf verschiedene Dunkelheitsgrade ausgefiihrt. 
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Abb. 4. Isotransparenzkurven. 


Weil die in den bisher beschriebenen Versuchsserien angewandten 
Starkel6sungen schwach dextriniert waren, war es interessant zu studieren, 
ob auch die neutralen, undextrinierten Stairkelésungen sich ebenso ver- 
halten. Daher wurden aus Weizenstirke auf die oben beschriebene Weise. 
jedoch ohne Saéurezusatz, einige Starkegrundlésungen hergestellt. Die Hr 
gebnisse der mit diesen Lésungen ausgefiihrten Versuchsserien sind aus 
den Tabellen III und IV ersichtlich. Die in Klammern angefiihrten Zahlen 
der Tabelle TV sind in ahnlicher Weise gewonnen wie die entsprechende: 
Zahlen in der Tabelle II. Aus den gewonnenen Resultaten ersehen wir. 


daB die neutralen, undextrinierten Lésungen denselben Gesetzen unter 
worfen sind wie die schwach dextrinierten Lésungen. 
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Tabelle III. 


Die Abhangigkeit der Lichtdurchlassigkeit der undextrinierten Starke- 
l6sungen von Starke- und Jodkonzentrationen. 





‘m Starke- Jodlésung pro 500 cem 
grundlésung sala 
pro 500 cem 0.5 cem 1,0 eem 2,0 cem 3,0 cem 4,0 ecm 5,0 cem 6.0 ecem 
20 1440 1000 725 600 525 451 400 
60 665 460 330 260 225 185 175 


Tabelle IV. 
Die Abhangigkeit der Lichtdurchlassigkeit der undextrinierten Starke- 
l6sungen vom Verdiinnungsgrad. 





Die unver- 





dinnte Lisung ,. Lichtdurechlissigkeit der verdiinnten Lisungen 
enthalt in | Liehtdurch- 
500 cem lissigkeit | 
—_—— der unver- Die Verdiinnungskoeffizienten 
{ Sturke-| Jod- diinnten 
lisung | lésung Lisung 
om eem 1,2 15 2.0 3.0 6.0 
120 1 275 330 (3380) +410(413) | 600 (450) 1010(825) > 2000 (1650) 
120 6 100 125 (120) 200(150) | 265(200) 400 (300) 950 (600) 
40 6 220 300 (264) 330 (330) | 500(440) 860 (660) 2000 (1320) 


Die Entwicklung der Methode. 
Die Zubereitung der stdrkehaltigen Grundlésungen. 


Die erste Bedingung, die bei jeder Starkebestimmungsmethode 


| eingehalten werden muB, ist, daBS man die Starke quantitativ aus den 


Pflanzenzellen in das umgebende Lésungsmittel bekommt. Diese Be- 
dingung kann nicht eingehalten werden, wenn man die starkehaltigen 
Pflanzenmaterialien nur mit Wasser unter Atmospharendruck kocht, 
weil jedes Starkekorn eine wasserunlésliche Membran zuriickliBt!, die 
auch durch teilweise zerrissene Zellwinde schwer hindurchgelangen 
kann. Daher wurde der Gedanke, Starkegrundlésungen nur durch 
Kochen mit Wasser herzustellen, schon beim Beginn dieser Unter- 
suchungen fallengelassen. Weil das Kochen unter Druck etwas um- 
stindlicher ist als das Kochen mit Saiuren, wurden zuerst einige Ver- 
suche angestellt, um die Wirkungen schwacher Saurelésungen auf die 
Starke zu studieren. 

500 mg Weizenstarke wurden in einem Beckerglas mit 400 cem Wasser 
autgeschlammt. Die Suspension wurde dann bis zum Sieden erhitzt 


und 15 Minuten gekocht, wonach man 20ccm n Schwefelsiure hinzu- 
figte und noch weitere 25 Minuten kochte. Der Lésung wurden nach 


1 Vgl. Samec, Kolloidchemie der Starke. 8S. 92. Leipzig 1927. 
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verschieden langem Erhitzen kleine Proben entnommen, die abgekii! 
mit Jod gefirbt und mit einem gewéhnlichem Mikroskop untersu 
wurden. Wenn die Lésung eine Temperatur von 30° erreicht hat), 
waren die Starkekérner schon betrachtlich gequollen, In einer bis zu 
erwairmten Lésung konnte man schon Starkekérner mit durchléchert + 
und zerrissenen Innenteilen wahrnehmen. In einer 3 Minuten lang ve. 
kochten Lésung konnte man keine Starkekérner mehr finden, sonder 
nur rétliche Membranen, die beim fortgesetzten Kochen sich allmahli: } 
zu unregelmaBigen, immer kompakter werdenden Klumpen zusamme- 
ballen, wobei die Durchsichtigkeit verschwindet und die Farbe ins Dunk: 
rotviolette iibergeht. Diese Gebilde, deren Durchmesser 40 bis 80 jv ist, 
bleiben unzersetzt, auch wenn man das neutrale Kochen der Suspensi 
sehr lange ausdehnt, aber gleich nach dem Saéurezusatz treten rasche Ve. 
anderungen ein: die Hiillenreste beginnen sich aufzulésen. Zuerst werden 
die diinnsten Teile derselben aufgelést, so daB scharfbegrenzte stab-, riny.. 
sichel- und x-f6rmige K6rperchen zuriickbleiben, die dann auch schnel! 
verschwinden. Schon eine Minute nach dem Saurezusatz kann man unter 
dem Mikroskop kaum einige Kérnchen mehr wahrnehmen, sondern die 
Lésung scheint ganz ,,leer“‘ zu sein. Es ist jedoch bemerkenswert, dai, 
wenn man die Lésung noch weiter kocht, sich in derselben eine unter dem 
Mikroskop wahrnehmbare Triibung bildet, die sich 5 Minuten nach dem 
Saéurezusatz zu wolkenartigen Inseln mit einem Durchmesser von 80 bis 
100 « zu sammeln beginnt. Diese Triibung ist keine durch Jodzusatz 
verursachte Koagulationserscheinung, sondern ist auch ohne Jodzusatz 
wahrnehmbar. Beim Fortsetzen des Kochens iiber 20 Minuten beginnt 
die Triibung wieder zu verschwinden. Diese im Mikroskop wahrgenommene: 
Phinomene haben auch ihre makroskopischen Parallelerscheinungen 
Eine Lésung, die nur eine Minute lang mit Saure gekocht worden ist, wird 
beim Abkiihlen triibe und bleibt mehrere Tage gleichmaBig triibe, wahren 
dagegen Lésungen, die man eine laingere Zeit, 2 bis 20 Minuten, mit Saéure 
gekocht hat, nach Abkiihlung koagulieren und sich binnen einiger Stunde: 
in eine klare obere Schicht und in eine auf den Boden gesunkene flockizs 
Masse teilen. Bemerkenswert ist, da8 die mit Saure 25 Minuten lang ge- 
kochte Lésung, obwohl sie mikroskopisch ganz leer erscheint, sich doch 
makroskopisch genau in derselben Weise verhalt, wie alle anderen iiber 
2 Minuten mit Saéure gekochten Lésungen. 


Nach den im vorigen Kapitel beschriebenen mit Weizenstarke 
durchgefiihrten Untersuchungen erscheint es vielleicht empfehlenswert, 
die starkehaltigen Materialien erst mit Wasser und dann nur eine Minute 
mit sehr verdiinnter Siure zu kochen. Weil aber in den Starkelésungen 
wihrend der ersten Minuten des Kochens mit Saure sehr rasche Ver- 
anderungen vor sich gehen, schien es unbequem zu sein, einen Zeitpunkt 
zur Unterbrechung des Kochens zu wahlen, der in der Mitte einer 
solchen unstabilen Periode stand. Dazu kam, daB man auch aus sehr 
feingemahlenen Materialien bei 30 Minuten langem Kochen mit Wasser 
und bei danach folgendem, eine Minute langem Kochen mit Saure nicht 
alle Starke aus den Zellen treiben konnte. Erst als man die Dauer «es 
Kochens mit Saure bis zu 15 Minuten verlingerte, konnte man unte! 
dem Mikroskop keine starkehaltigen Zellen mehr finden. Auch wenn 


man 


Saure 
s 


stellu 
gema 
glas 

man 

15 Mi 
gefiig 
Koch 
verse 
Volur 
Die I 
mit 
gesch 
ein we 
ins B 
ab. I 
genat 
in An 
selbe 
5 Min 
Der : 
sein. 

farbt, 
dafiir 
mub. 
reine 
zm ur 
fortge 
und ¢ 


I 
Lésur 
losuny 
Zimm 
brauc 
wird 
als sc 
hat d 
losung 
kolbe: 











Jodkolorimetrisches Prinzip bei Starkebestimmungen. 159 


man das Material nur 15 Minuten mit Wasser und 15 Minuten mit 
Saure kochte, wurde dasselbe gute Resultat erreicht. 

Nach diesen Beobachtungen wurde folgendes Verfahren zur Her- 
stellung der starkehaltigen Grundlésungen angewandt: Ig _fein- 
gemahlenes Pflanzenmaterial wird in einem 600 ccm fassenden Becher- 
glas mit ein wenig kaltem Wasser sorgfaltig aufgeschlammt, wonach 
man heiBes Wasser aufgieBt, bis das Volumen 400 ccm betrigt. Nach 
15 Minuten dauerndem Kochen werden 20 ccm n Schwefelsaure hinzu- 
gefigt und nochmals 15 Minuten gekocht. (Um das StoBen beim 
Kochen zu vermeiden, wird das Becherglas mit ein paar Glasperlen 
versehen.) Das abdunstende Wasser wird nicht ersetzt, sondern das 
Volumen soll bei Beendigung des Kochens etwas unter 400 ccm sein. 
Die Lésung wird heiB durch einen Biichnerschen Trichter filtriert, der 
mit Seidensiebstoff (Offnungen mit 0,15 mm Diameter) und mit darauf 
geschichtetem Seesand versehen ist. Nachdem man den Rest noch mit 
ein wenig heiBem Wasser gewaschen hat, gieBt man das Filtrat quantitativ 
ins Becherglas zuriick und kiihlt es rasch in kaltem flieBenden Wasser 
ab. Darauf wird so viel destilliertes Wasser hinzugefiigt, bis das Volumen 
genau 400 ccm betrigt. Das Filtrieren nimmt héchstens 4 Minuten 
in Anspruch. Weil es aber wichtig sein kann, alle Lésungen genau die- 
selbe Zeit hei® zu erhalten, 148+ man die Lésungen nach dem Filtrieren 
5 Minuten hei® stehen, und erst dann werden die Lésungen abgekiihlt. 
Der auf dem Filter zuriickbleibende Rest soll vollstandig starkefrei 
sein. Wenn die Masse sich nicht mit Jodlésung gleichmaBig braun 
farbt, sondern auch schwarze Flecken aufweist, ist dies ein Zeichen 
dafiir, daB man das zu untersuchende Material noch feiner mahlen 
muB. Fir die Vergleichslésung oder Standardlésung werden 500 mg 
reine Starke gewogen und auf ganz dieselbe Weise behandelt wie das 
zu untersuchende Material. Das Filtrieren wird jedoch als unndétig 
fortgelassen, aber man laBt die Lésung 5 Minuten zwischen dem Kochen 
und dem Abkiihlen heif stehen. 


Das Fdrben von Lésungen mit Jod. 

Die auf oben beschriebene Weise zubereiteten stirkehaltigen 
Lésungen nennen wir Grundlésungen (die zu untersuchenden Grund- 
lésungen bzw. die Starkegrundlésungen). Diese Lésungen bleiben bei 
Zimmertemperatur wenigstens 48 Stunden unverandert und _ somit 
brauchbar. Obgleich die Starkegrundlésung nur 0,125", Starke enthalt, 
wird sie doch von sehr geringen Jodmengen so stark gefairbt, dab sie 
als solche fiir kolorimetrische Zwecke ungeeignet ist. Der Verfasser 
hat daher eine 25fache Verdiinnung angewandt und die Standard- 
lésungen auf folgende Weise zubereitet : In einen 500 ccm fassenden Meb- 
kolben werden 20 ccm Starkegrundlésung pipettiert und etwas Wasser 
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zugegossen, worauf man 5ccm von der in den vorbereitenden Unter. 
suchungen angewandten Jodlésung hinzufiigt und den Kolber 
mit Wasser fiillt. Obgleich diese Lésung nur 0,005°,, Starke enthalt 
erscheint sie doch in einem Zylinder mit 5cm Diameter ziemlich stark 
gefarbt. 

Um die Farben der starkehaltigen Lésungen besser vergleichen 
zu kénnen, wurde aus Holz und Pappe eine sehr einfache Kolorimeter- 
kamera zusammengesetzt. Die Bauart dieser Kamera ist aus Abb. 5 
ersichtlich. 
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Abb. 5. 


Kolorimeterkamera. a) GrundriB. b) Langsschnitt. 


Es ist selbstverstaindlich empfehlenswert, zu den Starkelésungen 
so viel Jod hinzuzufiigen, daB das Jodadsorptionsvermégen der Starke 
vollig ausgenutzt wird. Andererseits sollte man so groBe Jodzugaben 
vermeiden, daB ein bedeutender Teil des Jodzusatzes frei von Starke 
bliebe und der Lésung einen briunlichen Farbton verliehe. Aus der 
Tabelle I ersehen wir, daB eine Lésung, die 20 com Starkegrundlésung 
und 5cem Jodlésung in 500 ccm enthalt, durch eine nochmalige Jod- 
zugabe nicht dunkler wird. Somit scheint 5cem Jodlésung ein zur 
Farbung der 20 ccm Starkegrundlésung passendes Quantum zu sein. 


Dieselbe Jodmenge wurde auch durch folgende einfache Versuchsreil« 
als hinreichend gefunden: Durch Mischung verschiedener Anilinfarben 
wurde eine Lésung hergestellt, die genau die Farbe der in dieser Unter 
suchung angewandten Jodlésung hatte. (Auch durch Wasserverdiinnuny 
konnte man aus dieser Anilinfarbenlésung Lésungen mit der Farbe der ent 
sprechend verdiinnten Jodlésung herstellen. Eine Mischung aus Anilin 
farbenlésung mit Jodlésung hatte genau dieselbe Farbe wie die beiden 
zur Mischung angewandten Lésungen — ein Zeichen dafiir, daB die Lésungen 
nicht miteinander reagieren. Eine starkehaltige Anilinfarbenlésung ist 
ebenso gefarbt wie eine entsprechend verdiinnte wasserige Lésung der Anilin 
farben.) Dann wurden in 500-cem-MeB8kolben zwei Lésungen hergestellt. 
die beide 20 ccm Starkegrundlésung enthielten und von denen die ei 
(Aq) mit 4cem Jodlésung und die andere (A,; 1) mit 3cem Jodlésung 
und mit 1 cem Anilinfarbenlésung versehen wurde. In der Kolorimete: 
kamera erschien die Lésung A, bedeutend dunkler als die Lésung A, . 
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was ein Zeichen dafiir war, daB 3 ccm Jodlésung noch nicht zur Sattigung 
ler Starke geniigten. Als man danach die Lésungen A, und A, , ; miteinander 
erglich, konnte man feststellen, daB auch 4 ccm Jodlésung zu wenig waren. 





jie Lésungen A, und A, 4 ; waren aber gleichgefirbt, woraus man die SchluB- 
igerung ziehen konnte, daB eine Jodzugabe von 5 ccm geniigend war, 
lie Starke mit Jod zu sattigen, und daB das sechste Kubikzentimeter Jod- 
jsung sich in der starkehaltigen Lésung ebenso verhielt wie in wasseriger 
sung. 

Das Verdiinnen und Vergleichen. 


Als die hier zu erérternden Untersuchungen noch im Anfangs- 
tadium waren, wurde die Kolorimetrie der zu untersuchenden Lésung 
folgenderweise durchgefiihrt: Aus der zu untersuchenden Grund- 
jisung wurde in einen 500-ccm-MeBkolben so viel pipettiert, daB die 
pipettierte Menge sicher mehr Starke enthielt als 20ccm Stirke- 
grundlésung. Nachdem man etwas destilliertes Wasser hinzugefiigt hatte, 
wurden 5 ccm Jodlésung einpipettiert und der Kolben bis zu 500 cem 
mit Wasser gefiillt. Auf dieselbe Weise wurde aus 20 ccm Starkegrund- 
lisung eine Vergleichslésung oder Standardlésung hergestellt. Aus der 
Standardlésung wurden etwa 150 ccm in ein Vergleichsglas (vgl. Abb. 5) 
gegossen, und in ein anderes Vergleichsglas genau 100 ccm von der zu 
untersuchenden Lésung. Letztere war nun dunkler als die Standard- 
lésung und muBte mit so viel Wasser verdiinnt werden, bis sie die Farbe 
der Standardlésung erhielt. 


Bei der Verdiinnung konnte man aber beobachten, daB, wenn die zu 
intersuchende Lésung die Farbentiefe der Standardlésung erreicht hatte, 
der Farbenton nieht derselbe, sondern etwas blaiulicher war, und nach 
Zugabe von einigen Tropfen Jod konnte man eine deutliche Farben- 
vertiefung wahrnehmen, was darauf beruhte, daB8 die Starke noch nicht 
mit Jod gesattigt worden war. Nach der Jodzugabe verdiinnte man wieder 
die Lésung, und nach dem Verdiinnen, wenn der Farbenton in beiden 
Lésungen noch nicht derselbe war, gab man noch Jod zu und verdiinnte 
abermals. Auf diese Weise konnte man die zu untersuchende Lésung zu- 
letzt mit der Vergleichslésung gleichfarbig machen. Aus der Gleichfarbigkeit 
der Lésungen konnte man nun schlieBen, daB sie pro Kubikzentimeter 
auch gleich viel Starke enthielten. Der Starkegehalt der Standardlésung war 
vorher bekannt, und es blieb nur iibrig, das Volumen der zu untersuchenden 
Lésung zu messen und den Starkegehalt des zu untersuchenden Materials 
zu berechnen. 

Obgleich diese, vom Verfasser friither angewandte Verdiinnungsweise 
unpraktisch und auch etwas unsicher war, hat sie doch einige Vorziige 
im Vergleich zu den von Dennstedt und Voigtldnder angewandten Ver- 
fahren: Dennstedt und Voigtlander bereiteten viele verschieden verdiinnte 
Starkel6sungen, die mit gleich groBen Jodzusaitzen versehen und danach 
mit einer ebenso viel Jod enthaltenden Standardlésung verglichen wurden. 
Der Verfasser dagegen brauchte aus der zu untersuchenden Grundlésung 
fiir den kolorimetrischen Vergleich nur eine verdiinnte Lésung herzustellen. 


Die vom Verfasser angewandte Verdiinnungsweise entwickelte 
sich spater zu folgendem praktischeren und wohl auch theoretisch 
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richtigen Verfahren: Die Standardlésung nebst der verdiinnten wd 
mit Jod gefarbten zu untersuchenden Lésung wird auf oben beschriebene 
Weise in 500-ccm-MeBkolben hergestellt. Zugleich wird aus Jodlésung 
und destilliertem Wasser eine Verdiinnungslésung bereitet, die ebenso 
viel Jod enthalt wie die zwei erstgenannten Lésungen. Die zu unter. 
suchende Lésung wird nun nicht mit reinem, sondern mit diesem jod- 
haltigen Wasser verdiinnt, woraus folgt, daB die Jodkonzentration dv; 
zu untersuchenden Lésung in jedem Verdiinnungsstadium genau diesel) 
bleibt und nur die Starkekonzentration allmahlich geringer wird. In dem 
MaBe, wie das Verdiinnen fortschreitet, nahert sich die Farbe der zu 
untersuchenden Lésung der Farbe der Standardlésung, bis die beiden 
Lésungen endlich genau dieselbe Farbentiefe und denselben Farbenton 
haben — ein Zeichen dafiir, daB die Stérkekonzentration der zu unter. 
suchenden Lésung mit derjenigen der Vergleichslésung gleich geworden 
ist. Zwei Starkelésungen, die gleich jodhaltig sind, kinnen ndmlich nur 
dann dieselbe Farbe haben, wenn sie auch gleich stirkehaltig sind. 


Diese neue Verdiinnungsweise ist der wichtigste von den Punkten, 
welche die Methode des Verfassers von den friiheren unterscheiden. 


Die Nachpriifung der Einzelheiten der Methode. 
Die Einwirkung der Stdrkekonzentration. 

Auf die oben beschriebene Weise wurden vier Grundlésungen 
hergestellt, die (A) 100, (B) 250, (C) 500 und bzw. (D) 1000 mg Weizen- 
stirke enthielten. Aus C wurde eine Vergleichslésung bereitet, mit 
welcher die drei anderen kolorimetrisch verglichen wurden. Von der 
Starke der Lésungen wurden folgende Mengen wiedergefunden: Aus 
A 99,5°, aus B 100°, und aus D99,3°,. Man ersieht aus diesem 
Versuche, daB man die Zubereitungsweise der Grundlésung je nach 
dem Material nicht zu modifizieren braucht, solange der Starkegehalt 
des zu untersuchenden Materials zwischen 10 und 100°,, variiert. Bei 
sehr staérkearmen Materialien kann es aber empfehlenswert sein, zur 
Bereitung der Grundlésung mehr als 1 g des Materials zu verwenden 
Die Lésung wird jedoch in solchen Fallen auBer der Starke viele andere 
geléste Substanzen enthalten, deren mégliche stérende Wirkung be! 
Bildung der Jodfarbe der Verfasser noch nicht naher untersucht hat. 


Die Einwirkung der verschiedenen Jodmengen. 


Obgleich wir die Jodmenge ,,icem Jodlésung pro 500 ccm” als 
die theoretisch empfehlenswerteste gefunden haben, ist es auf Grund 
der vorbereitenden Untersuchungen zu erwarten, da man auch mit 
etwas kleineren bzw. gréBeren Jodmengen zuverlassige Resultate er- 
reichen kann, wenn nur die zu untersuchende Lésung, die Standard- 
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josung und die Verdiinnungslésung immer mit gleichen Jodmengen 
versehen werden. Um die Einwirkung der verschiedenen Jodmengen 
niher zu studieren, wurde eine Versuchsreihe angestellt, deren Resultate 
aus der Tabelle V ersichtlich sind. Obgleich die Abnahme der Zahlen 
in der Tabelle in bestimmter Richtung geht, sind die Unterschiede 
doch so klein, daB sie zu keinerlei SchluBfolgerungen berechtigen, 
sondern einfach auf Versuchs- und Beobachtungsfehlern beruhen kénnen. 

Es ist auch bemerkenswert, daB ein bei Beurteilung der Farben- 
gleichheit begangener Fehler desto gréBeren EinfluB auf das Resultat 
hat, je schwacher die Starke mit Jod gefarbt ist oder je mehr die Lésung 
iiberschiissiges Jod enthalt. 


Tabelle V. 


Die Einwirkung der verschiedenen Jodmengen. 





O'9 Stirke 
Das zu untersuchende 





Material 3 ecm Jodlésung 5 ecm Jodlésung 7 ccm Jodliésung 
pro 500 pro 500 pro 5000 
Weizenkleie 3836. . . . . 16,9 16.3 16,2 
Weizenfuttermehl 4034 . . 31,2 30,5 30,0 
Farbe der Jodstarkelésung Hellblaurétlich Rot Orangerot 


Die Einwirkung der Sdurekonzentration. 


In unserer Methode soll das Volumen der Grundlésungen bei Be- 
endigung des Kochens etwas unter 400 ccm sein. Weil es unmdglich ist, 
die Wasserabdunstung bei jedem Kochen gleich zu regeln, und weil 
die Saurekonzentration der Lésung von der GréBe der Verdunstung 
abhangig ist, war es wichtig, zu studieren, in welchem Mabe die Saure- 
konzentration die Resultate beeinfluBt. Es wurden daher fiinf Starke- 
grundlésungen auf die oben beschriebene Weise hergestellt, nur die 
zugesetzten Mengen von Normalsaiure waren verschieden gro}, niam- 
lich a) 10, b) 15, ce) 20, d) 25 und e) 30cem. Wahrend des Kochens 
versuchte man die Volumina der Lésungen méglichst genau auf 400 ccm 
zu halten. Von der Grundlésung ¢c) wurden 20 ccm in einen 500-cem- 
MeBkolben gebracht und von den iibrigen Lésungen je 40 cem. Der 
Vergleich wurde auf gewéhnliche Weise [die Lésung c) als Vergleichs- 
losung] durchgefiihrt. Aus den Resultaten, die aus der Tabelle VI er- 
sichtlich sind, kann man schlieBen, daB zuverlassige Resultate erreicht 
werden, auch wenn die Normalitaét der Grundlésung etwas tiber oder 
unter 0,050 ist. Aus der Tabelle ersehen wir weiter, da bei Anwendung 
von 20 cem Normalséure die Lésungen mit Jod starker gefarbt werden 
als bei Anwendung von sowohl gréBeren, als auch kleineren Saure- 
mengen. Hier haben wir es vermutlich mit Erscheinungen zu tun, die 
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auf dem Hydratisationsgrad der Starke (auf der GréBe der ,,Farben. 
punkte‘) beruhen. In den nachstfolgenden Versuchen tritt eine ganz 
analoge Erscheinung hervor. 


Tabelle VI. 


Die Einwirkung der Séurekonzentration. 





Zugefiigte Menge H.SoO Von der Stirke 

von n H,S0, Noomalitat wiedergefunden Anmerkungen betreffs der Farbe u. a. 
ecm %9 
10 0,025 88,6 Blaubréunlich. Schwer vergleichbar. 
15 0,038 95,0 Rotviolett. Ziemlich leicht vergleichbar 
20 0,050 100.0 Rot. Standardlésung. 
25 0,063 100,0 Orangerot. Leicht vergleichbar. 
80 0,075 99.6 Orangerot. Leicht vergleichbar. 


Die Einwirkung der Kochdauer. 


Es war auch wichtig zu studieren, wie empfindlich unsere Methode 
gegen kleine Variationen in der Kochdauer der Grundlésungen ist. 
Zu diesem Zwecke wurden aus Weizenfuttermehl (4034) fiinf Grund- 
lésungen (aus 1g Mehl) bereitet, die 15 Minuten mit Wasser und 
verschieden lange Zeit mit Saurelésung (Zusatz: 20ccm Normal. 
siure) gekocht wurden. Die Vergleichslésung wurde aus 500 mg Weizen- 
stirke mit 15 + 15 Minuten Kochdauer auf gewéhnliche Weise her- 
gestellt. Die gewonnenen Resultate sind aus Tabelle VII ersichtlich 
Aus diesen Resultaten kénnen wir schlieBen, daB das Kochen mit 
Saure nicht peinlich genau 15 Minuten zu dauern braucht.  LEinige 
Minuten mehr oder weniger haben keine wahrnehmbare Wirkung auf 
die Resultate. Bemerkenswert ist, daf in dieser Versuchsserie dic 
dunkelste Lésung durch eine Kochdauer von 15 Minuten gewonnen 
wurde. 

Tabelle VII. 


Die Einwirkung der Kochdauer. 





ee ‘Seles Anmerkungen betreffs der Farbe ua. a. 
Min. 

15+ 5 28.0 Violett. Schwer vergleichbar. 

15+ 10 28,5 Rotviolett. Leicht vergleichbar. 

15+ 15 30,0 Rot. Gleichfarbig mit der Standardlisung 

15 + 20 29.3 Orangerot. Leicht vergleichbar. 

15 + 25 28,0 Orange. Schwer vergleichbar. 


Es ist offenbar, daB man bei Zubereitung der Grundlésungen (ec! 
EinfluB der Zeit nicht durch Verstarkung der Behandlung ersetzen kain 
Eine gewisse Zeit ist nimlich notwendig, wenn alle Starke ohne weitgehen 
Dextrinierung aus den Pflanzenzellen isoliert werden soll. Daher kocht cer 
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\erfasser die zu untersuchenden Materialien erst 15 Minuten in Wasser 
und danach 15 Minuten in saurer Lésung. Man kann aber die Saure auch 
gleich hinzufiigen und die Lésung danach 30 Minuten kochen, wenn nur 
die zu untersuchende Lésung und die Standardlésung auf gleiche Weise 
hergestellt werden. 


Die Bedeutung der Dextrinierung. 


Wir haben bis jetzt die Anwendung von Saure damit begriindet, 
daB es unmdéglich ist, ohne schwache Dextrinierung alle Starke aus den 
Zellen zu isolieren. Das Kochen mit Saure ist jedoch auch deshalb not- 
wendig, weil es ohne Dextrinierung unméglich ist, aus reiner Starke 
und aus Pflanzenmaterialien ebenso viel Starke enthaltende Lésungen 
zu bereiten, die denselben Farbenton hatten. Zum Beispiel, eine aus 
Weizenmehl gewonnene neutrale Lésung wird mit Jod violett gefiarbt, 
waihrend eine aus Weizenstirke gewonnene neutrale Lésung desselben 
Stirkegehaltes sich blau farbt. Wenn man aber die Lésungen schwach 
dextriniert, werden sie beide genau gleichfarbig (orangerot). Weil nun 
die violette Farbe der neutralen Weizenmehllésung auf verschieden- 
gradigen praexistierenden Dextrinen beruhen mu8, war es zu erwarten, 
daB man den beiden Lésungen beim Kochen mit schwacher Saure 
niemals denselben Farbenton verleihen kénnte, sondern daB die Weizen- 
mehllésung die verschiedenen Grade der Farbenskala (violett, rot, 
orangerot, orange, gelb, farblos) immer iriiher erreichen sollte, als die aus 
reiner Starke hergestellte Lésung. DaB dies in Wirklichkeit nicht 
zutrifft, kann der Verfasser nur durch folgende Hyphothese erklaren: 
Die Starke und die héheren Dextrine sind fiir die hydrolysierende 
Wirkung der schwachen Saure sehr empfindlich und gehen leicht in 
Dextrine tiber, die sich mit Jod orangerot farben; diese letztgenannten 
dagegen sind sehr viel bestandiger und gehen nur langsam in Dextrine 
iiber, die sich mit. Jod gelb farben lassen oder keine Farbreaktion zeigen. 


Die Farbenwirkung der Triibung verursachenden Starkebestandteile. 


Oben haben wir schon erwahnt, daB eine Starkelésung, die 
aus 500 mg Weizenstarke durch 15 Minuten langes Kochen mit 400 cem 
Wasser und 15 Minuten langes Kochen mit schwacher Saure (ein 
Zusatz von 20ccm In H,SO,) bereitet ist, in heibem Zustande 
klar, aber abgekiihlt triibe ist. Nach zwei bis dreistiindigem 
Stehen scheidet sich aus der Lésung ein auf den Boden sinkendes 
Koagulum ab. Um zu studieren, wie groB der Anteil dieses Koagulums 
an der Farbenbildung ist, wurden von der klaren Oberschicht einer 
iiber Nacht aufbewahrten Lésung 20 ccm und aus einer anderen frisch- 
bereiteten, gleichmaBig triiben Lésung ebenfalls 20 ccm genommen. 
Aus diesen Proben wurden dann verdiinnte Lésungen fiir den kolori- 
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metrischen Vergleich bereitet. Es wurde gefunden, daB die Farl« 
intensitat der klaren Lésung 95°,, von der Farbenintensitat der triihen 
Lésung betrug. Als man nach sorgfaltigem Umriihren der iiber Nactit 
aufbewahrten Lésung davon eine zweite Probe entnahm und sie kolori- 
metrisch mit der Probe der frischbereiteten Lésung verglich, konnt: 
man feststellen, daB beide Lésungen gleichgefirbt waren. 


Weil der die Triibung bildende Bestandteil der Starke somit ei: 
gewisse, obgleich ziemlich schwache Farbenwirkung besitzt, soll man 
die Grundlésungen niemals kalt, sondern immer hei filtrieren. 


Die Notwendigkeit des Filtrierens. 


Die in der Lésung suspendierten makroskopischen Partikelchen wirker 
stérend beim Vergleich in der Kolorimeterkamera und miissen dah 
durch Filtrieren entfernt werden. In der unfiltrierten Léosung haftet auc! 
ein Teil der Starke, namlich der die im obigen Kapitel genannte Triibung 
bildende Teil, bei Abkiihlung an den Zellwanden. 


tleichgewichte zwischen Wasser, Starke und Jod. 


Schon als der Verfasser die vorbereitenden Untersuchungen vor 
nahm, beobachtete er, daB der Gleichgewichtszustand zwischen Wasser. 
Starke und Jod sehr schnell erreicht wird, und daB eine bestimmte Farhe 
durch Zusatz von Jod zu einer verdiinnten Starkelésung ebenso gut uni 
schnell wie durch Verdiinnen einer starke- und jodreichen Lésung erreicht 
werden kann, wenn nur die beiden gewonnenen Losungen gleich viel Wasser. 
Starke und Jod enthalten. Da®B diese Beobachtungen fiir jede kolorimetriscli: 
Starkebestimmungsmethode wichtig sind, ist leicht zu ersehen, wenn mai 
bedenkt, wie schwer durchfiihrbar die kolorimetrische Messung ware. 
wenn nach jeder Verdiinnung das Erreichen des Gleichgewichtszustandes 
eine gewisse Zeit beanspruchte. 


Adsorbieren die Zellwdnde Stdrke ? 


Witte! hat gefunden, daB bei Bestimmung der Starke von stirke- 
reichen Materialien nach der Methode von Dennstedt und Voigtland:r 
nicht alle Starke wiedergefunden wird. Die zuriickbleibende Starke- 
menge war um so gréBer, je mehr Starke das zu untersuchende Materia! 
enthielt. Um zu studieren, wie sich die neue Methode in dieser Hinsicht 
verhalt, wurden einige Versuchsreihen angestellt. Zuerst wurde der 
Starkegehalt zweier Futtermehlarten kolorimetrisch bestimmt, und 
dann wurden verschieden stairkehaltige Mischungen von diesen Mehl- 
arten mit Weizenstiarke hergestellt. Der Starkegehalt dieser Mischungen 
wurde dann kolorimetrisch bestimmt und mit den berechneten Werten 
verglichen. In der Tabelle VIII sehen wir die Ergebnisse einiger Ver- 
suche, in welchen die Grundlésungen durch 15 bzw. 30 Minuten langes 


1 Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBmittel 1903, S. 625. 
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Tabelle VIII. 
Starkebestimmungen aus Gemischen von Weizenstirke mit verschiedenen 
Materialien. Dauer des Kochens mit Saure: 1 Minute. 





Kolorimetrisch 
ermittelter Starkegehalt 


Berechneter 
Starkegehalt 


0 


Zusammensetzung des 
Gemisches 


A. Futtermeh! 4034. Kochdauer 15'+ 1’. HeiS filtriert. 


1000 mg Mebl, — mg Starke - 28,0 
750 . = 250 a 46.0 40.0 
500. “s 500 , 64.0 54,9 
950 , ps 750 , R 82.0 71,0 
oi at 1000 . & 100.0 100.0 

B. Weizenkleie 3836. Kochdauer 15'+ 1’. Hei filtriert. 
1000 mg Kleie — mg Starke — 15.6 
750 , i 250 iy 36,7 33,3 
500, 500 , ze 57,8 48,5 
250 . a 750 78.9 68,5 


” - 


C. Futtermehl 4034. Kochdauer 30’+ 1’. Hei8 filtriert. 


1000 mg Mehl mg Starke 26,7 
750 . a 250 , e 45,1 37.5 
500 , - 500 = 63,4 56,5 
— Ss 750 . ‘ 81,7 71,0 


D. Weizenkleie 3836. Kochdauer 15'+ 1’. Nicht filtriert. 


1000 mg Kleie, mg Starke 15.6 
750 , 4 250 , 2 36.7 30.0 
500 , - 50. , 5 57,8 44.3 
250 , es 759 , ‘ 78.9 68,5 


E. Filtrierpapier. Kochdauer 15'+- 1’. HeiB filtriert. 
500mg Papier, 500mg Starke 50,0 49,3 
Nicht filtriert. 
500mg Papier, 500mg Starke 50,0 45,0 


I. Filtrierpapier. Kochdauer 15’ + 1’. 


Kochen mit Wasser und nur durch eine Minute langes Kochen mit 
Saure hergestellt waren. Wir sehen, da die fehlende Starkemenge 
in einigen Fallen sogar gréBer ist, als diejenige Menge der Starke, die 
mit dem Futtermehl der Grundlésung zugefiihrt worden war. Durch 
mikroskopische Untersuchungen konnte man feststellen, daB diese 
Defizite nicht auf einfachem Zuriickbleiben der Starke in den Pflanzen- 
zellen beruhen kénnen. 


Als aus den hei8 filtrierten Lésungen zuriickgebliebene Gewebsreste 


mit Jod gefarbt und unter dem Mikroskop untersucht wurden, konnte 
man mit Jod gefarbte Zellwinde wahrnehmen. Als man aber Gewebs- 
reste aus abgekiihlten unfiltrierten Lésungen nahm und sie mit Jod 
firbte, waren die Zellwande gleichmaBig hellblau gefarbt, und auBerdem 
konnte man dunkelblaue schleimige Gebilde sehen, die wahrscheinlich 
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Tabelle IX. 


Starkebestimmungen aus Gemischen von Weizenstarke mit verschiede: 
Materialien. Dauer des Kochens mit Saéure: 15 Minuten. 





— , . Berechneter Kolorimetrisch 
Zusammensetzung des Sturkegehalt ermittelter Stirkegeha 
Gemisches . . 
0 vu 


A. Weizenfuttermeh! 4034. Kochdauer 15'+ 15’. Hei filtriert. 


1000 mg Mehl, — mg Starke -- 80,3 
759 , i 250 , " 47,2 46,5 
500 ae 509 , e 65,2 65,2 
259 , 750 , . 82.6 81,0 


B. Weizenkleie 3836. Kochdauer 15'+ 15’. Hei® filtriert. 


1000 mg Kleie, — mg Stirke — 16,3 
. ae 250 , = 37,2 36,7 
ew? Mey P's 58.2 59.0 
250 , - 750, i 79,1 79,2 
C. Filtrierpapier. Kochdauer 15’+ 15’. HeiS filtriert. 
500 mg Papier, 509 mg Starke 59,0 49,0 
D. Filtrierpapier. Kochdauer 15’+ 15’. Nicht filtriert. 
500 mg Papier, 50° mg Starke 50,0 49,0 


zu dem Teil der Starke gehéren, welcher die Triibung verursacht. 
Was die unfiltrierten Lésungen anbelangt, konnte man auf Grund 
dieser Beobachtungen vermuten, da die Adsorption! und das An- 
haften der Starke an Zellwinden die Ursache des Defizits ware. Es 
ist aber bemerkenswert, dab bei Anwendung des Filtrierens die Defizite 
beinahe ebenso groB waren, obgleich die mikroskopische Untersuchung 
keinen AnlaB zu einer Adsorptionshypothese gibt. Auch wenn man 
aufgeschlammtes Filtrierpapier in einer Starkelésung 15 + 1 Minuten 
kochte und die Lésung ohne Filtrieren abkiihlen lieB, konnte man 
unter dem Mikroskop feststellen, daB die Papierfasern sich mit Jod 
gleichmaBig blau fairbten. Wenn man aber heiS filtrierte und die 
Fasern nach dem Waschen mit Jod behandelte, konnte man nur eine 
sehr schwache, kaum merkbare Blaufirbung wahrnehmen. 


Eine kolorimetrische Methode, bei welcher die Starke durch 
1 Minute langes Kochen nur sehr schwach dextriniert wird, gibt somit 
von starkereichen Materialien eine sehr schlechte Ausbeute. Wenn 
man jedoch 15 Minuten langes Kochen mit Sdure anwendet, kann man 
die ganze Starke des zu untersuchenden Materials kolorimetrisch wieder- 
finden. Die Resultate der mit 15 Minuten langem Kochen mit Saure 
ausgefiihrten Versuchsreihen sind aus der Tabelle IX ersichtlich. 


1 Vgl. Tanret, C. r. 158, 1353, 1914. 
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Die verschiedenen Stdrkearten. 


Wenn man gleich konzentrierte neutrale Lésungen von verschiedenen 
Starkearten mit gleich groben Jodmengen fiarbt und miteinander 
vergleicht, kann man deutliche Farbenunterschiede wahrnehmen. 
Aus Kartoffelstirke bekommt man die dunkelste Lésung, dann folgen 
Weizen- und Maisstirke, wahrend die Reisstarke die schwiichste 
Jodfarbe annimmt. Nach 15 Minuten langem Kochen mit Wasser 

1 Minute mit Saure ist die Reihenfolge noch dieselbe. Der Verfasser 
hat festgestellt, daB man, um gleich dunkle Jodstarkelésungen durch 
15 + 1 Minuten langes Kochen zu gewinnen, folgende Mengen Trocken- 
substanz von verschiedenen Stairkearten nehmen muB: Von Kartoffel- 
stirke 1,00 g, von Weizenstarke 1,27 g, von Maisstarke 1,33 g und von 
teisstirke 1,70 g!. (Es ist bemerkenswert, da man zu derselben 
Reihenfolge kommt, wenn man die Stirkearten nach der abnehmenden 
Korngr6Be oder nach der zunehmenden Triibung der Grundlésungen 
einreiht. Vielleicht haben wir es hier mit Eigentiimlichkeiten der 
iuBeren Starkekornschichten zu tun.) 


Wenn man Starkegrundlésungen bei Anwendung von 15 Minuten 
langem Kochen mit Saure bereitet, gewinnt man aus Weizen- und Reis- 
starke beinahe gleichwertige Lésungen, wahrend die Kartoffelstarke- 
lésung noch viel dunkler ist. Die fiir die Bereitung gleichfarbiger 
Lésungen nétigen Mengen von trockener Starke sind jetzt folgende: 
Kartoffelstarke 1,00 g, Weizenstarke 1,29g, Maisstirke 1,29 g, Reis- 
stirke 1,31 g. 


Fur unsere Methode hatte die kolorimetrische Gleichwertigkeit 
verschiedener Getreidestirkearten eine gewisse Bedeutung, weil man 
dann fiir alle Getreidearten dieselbe faktorfreie Standardlésung an- 
wenden kénnte. Man.kann jedoch auch bei Untersuchung von ver- 
schiedenartigen Pflanzenmaterialien nur eine Standardlésung anwenden, 
wenn man blof die jodkolorimetrischen Verhaltniszahlen der ver- 
schiedenen Starkearten kennt. 


Parallelbestimmungen nach kolorimetrischer und polarimetrischer Methode. 


Die kolorimetrischen Bestimmungen wurden nach der vom Ver- 
fasser entwickelten Methode, die polarimetrischen nach Ewers Methode? 


’ Die zwei letzten Zahlen muB man jedoch mit gewisser Vorsicht 
aufnehmen, weil die vom Verfasser angewandte Mais- und Reisstiarke 
kiufliche Materialien waren, und daher, obgleich mikroskopisch rein, 
trotzdem mit Chemikalien behandelt und gewisserma®en verindert sein 
konnten. 

2? Kénig, Die Untersuchung landwirtschaftlich wichtiger Stoffe, 
5. Aufl., 8. 380. Berlin 1923. 
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durchgefiihrt. Bei den polarimetrischen Bestimmungen wurden ie 
Resultate so berechnet (wie gew6hnlich bei praktischen Untersuchunge: 

als ob die ganze Drehung nur auf der Starke beruhte —eine Annahme. 
die nicht mit der Wirklichkeit tibereinstimmt. Die meisten stirke- 
reichen Pflanzenmaterialien enthalten auch ansehnliche Mengen 
verschiedener Zuckerarten und optisch aktiver Zwischenstufen von 
Monosacchariden und Polysacchariden. Von diesen Kohlenhydraten 
kénnen nur die héchsten Dextrine eine Wirkung auf die Resultate 
der kolorimetrischen Bestimmungen ausiiben. Man hat somit zu er- 
warten, daB die kolorimetrisch gewonnenen Starkeprozentzahlen in 
allgemeinen kleiner sind als die polarimetrisch gewonnenen. Diese 
Annahme wird (mit Ausnahme der Prozentzahlen von Kartoffeln 
durch die Tabelle X bestatigt, welche die Resultate einiger paralle! 
durchgefiihrter kolorimetrischer und polarimetrischer Bestimmungen 
enthalt. 


Bei Kolorimetrie der Weizenprodukte und der Kartoffeln sind die 
Standardlésungen aus Weizen- Kartoffelstarke angefertigt 
Bei Untersuchung von Roggen-, Gersten- und Hafermehl sind dic 
Standardlésungen aus Weizenstirke bereitet. 


bzw. 


Tabelle X. 


Parallelbestimmungen nach polarimetrischer und kolorimetrischer Methode 





Zu untersuchendes 
Material 


Stueka 0 
Stirke 





B 


Differenz 
A 





Zu untersuchendes 
Material 


Starke 9/9 





Prima Weizenmehl . 71,9 69,5 2,4] Weizenkleie II 15,0 144 06 

Grahammehl. . . . . | 58,0 | 54,2 | 3.8 Ill 17,4 | 16,1) 1,3 

Weizenfuttermehl I 464 458 0,6 a IV 17,3 | 14,9 24 

‘ II | 44,1 42,2 | 1,9 | Roggenmehl . | 1,8 | 44,7) 7,1 

. Ill | 40,6 39,0 1,6 | Roggenfuttermehl . 36,2 34,3 1.9 

. IV | 33,6 32,2 1,4] Prima Hafermehl . 65,5 62.5 3: 

a V 33,6 33,2 0.4] Prima Gerstenmehl 58,5 53,2 53 

” VI 30,1 30,1 0,0 | Kartoffel I 140 143 -03 

VIE 30,1 30,0 | 0,1 II 12,9 | 13,6 -0,7 

VIII 26,8 26,7 0,1 Ill 11,9 12,0 -01 

n IX || 23,2 | 23,1 || 0,1 IV 11,7 | 12,1 -04 
Weizenkleie I 15,1 14,8 03 


ZusammengefaBte Beschreibung der neuen kolorimetrischen Methode. 


Die zur Farbung der starkehaltigen Lésungen angewandte J/o/- 


lésung wird so bereitet, daB man eine 5°,ige Kaliumjodidlésung mit 
Jod sattigt. 
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Die Standardlésung wird folgenderweise angefertigt: 500 mg 
lufttrockene Starke (deren Wassergehalt festgestellt ist) wird in einem 
Becherglas mit ein wenig kaltem Wasser aufgeschlimmt, wonach man 
kochendes Wasser aufgieBt, bis das Volumen 400 ccm betragt. Nach 
15 Minuten langem Kochen werden 20 ccm n Schwefelsaure hinzu- 
gefiigt und nochmals 15 Minuten gekocht. Nach dem Abkiihlen wird 
destilliertes Wasser hinzugefiigt, bis das Volumen genau 400 ccm 
betrigt. Aus der auf diese Weise hergestellten Starkegrundlésung 
werden 20 ccm in einen 500-cem-MeBkolben pipettiert, wonach man 
etwas Wasser und 5ccm Jodlésung hinzufiigt und den Kolben bis 
500 cem mit Wasser fiillt. 


Die zu untersuchende Lésung wird auf folgende Weise hergestellt : 
1g feingemahlenes Material wird in einem Becherglas mit ein wenig 
kaltem Wasser aufgeschlammt, wonach man die Behandlung in der 
im obigen Kapitel angefiihrten Weise fortsetzt. Die Lésung wird hei 
filtriert und rasch abgekiihlt, wonach man Wasser hinzufiigt, bis das 
Volumen 400 cem betragt. Aus dieser Grundlésung wird in einen 500-cem- 
MeBkolben so viel pipettiert, daB die pipettierte Menge sicher mehr 
Starke enthalt, als 20ccm der aus reiner Starke hergestellten Grund- 
lésung. Dann setzt man etwas Wasser und 5cem Jodlésung zu und 
fiillt den Kolben bis 500 cem. Die zu untersuchende Lésung enthdlt somit 
gleich viel Jod und etwas mehr Starke als die Standardlisung und muf 


folglich dunkler sein als die letztgenannte. 


Die Anfertigung der Verdiinnungslisung: In einen 500-ccm-Meb- 
kolben pipettiert man 5ccm .Jodlésung und fiillt den Kolben mit 
Wasser. Die Verdiinnungslésung enthalt somit ebenso viel Jod wie dis 
Standardlésung und die zu untersuchende Lésung. 


Fiir das Vergleichen der Lésungen wendet man Glaszylinder 
(Vergleichsgliser) mit genau bestimmtem Durchmesser an. Von der 
zu untersuchenden Lésung gieBt man in ein Vergleichsglas genau 
100 cem und von der Standardlésung in ein anderes Vergleichsglas etwa 
150cem. Das Komparieren der in den Vergleichsglasern befindlichen 
Lésungen geschieht bei durchfallendem Licht in einer einfachen aus 
Holz und Pappe zusammengefiigten Kamera. Die im Vergleichsglas 
befindliche zu untersuchende Lésung wird nun mit der Verdiinnungs— 
lésung versetzt. Bei dieser Verdiinnung behalt die zu untersuchende 
Lésung fortdauernd dieselbe Jodkonzentration, wahrend sich die 
Starkekonzentration allmahlich der Starkekonzentration der Standard- 
lésung nahert. In dem MaBe, wie das Verdiinnen fortschreitet, nahert 
sich die Farbe der zu untersuchenden Lésung der Farbe der Standard- 
lésung, bis beide Lésungen endlich gleichfarbig sind. Weil die beiden 


Lésungen jetzt dieselbe Jodkonzentration und dieselbe Farbe haben, 
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sind wir berechtigt, daraus zu schlieBen, daB sie auch dieselbe Starke- 
konzentration haben, und es bleibt nur iibrig, den Starkegehalt ces 
zu untersuchenden Materials auf Grund der bei der Verdiinnung an. 
gewandten Fliissigkeitsmengen zu berechnen. 

Bei der Berechnung der Resultate muB man den Wassergehalt 
der zur Herstellung der Standardlésung angewandten Starke in Be- 
tracht ziehen. Wenn die Standardlésung nicht von derselben Starkeart 
hergestellt ist, welche das zu untersuchende Material enthalt, so mul 
man noch einen Faktor anwenden, der auf Grund des Verhiltnisses 
zwischen der Jodfarbenintensitaét der in Frage kommenden Starkearten 
berechnet ist. 
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Uber die blutzuckerherabsetzende Wirkung 
von Rhizoma polygonati, einer antidiabetischen Volksdroge. 
Von 
Hedwig Langecker. 


(Aus dem pharmakologisch-pharmakognostischen Institut der deutschen 
Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 6. April 1930.) 


I. Einleitung. 


Die Nachteile, die der Insulinanwendung anhaften, liegen be- 
kanntlich einerseits in dem immer noch hohen Preis des Priparats 
und andererseits in der unbedingt notwendigen parenteralen Zufuhr. 
Aus diesen Griinden war man vielfach bestrebt, Insulinersatzmittel 
aufzufinden, die die genannten Mangel nicht haben. Wir verdanken 
diesen Bestrebungen die Einfiihrung der Diguanidverbindungen in 
die Diabetestherapie. 

Nachdem Collip! als erster gezeigt hatte, daB in bestimmter Weise 
hergestellte Pflanzenextrakte verschiedener Herkunft nach paren- 
teraler Zufuhr insulinahnliche, d. h. blutzuckerherabsetzende Wirkungen 
entfalten, konnte man um so mehr hoffen, eine experimentelle Be- 
griindung fiir die Anwendung diatetischer Kuren gefunden zu haben, 
die ja in der Vorinsulinzeit die einzige brauchbare Diabetestherapie 
darstellten, als bald Beobachtungen iiber Pflanzenextrakte folgten, 
die auch auf peroralem Wege den Blutzucker beeinfluBten, wie Folia 
Myrtilli?, Herba Urticae dioic.*, Fructus phaseol.4 und viele andere. 
Interessanterweise hat R. Heller aus dem Diinndarm des Kaninchens 
und Rindes Extrakte iihnlicher Wirkung hergestellt®. 

In jiingster Zeit wurde von japanischer Seite® auf die blutzucker- 
herabsetzende Wirkung von Rhizoma polygonati aufmerksam gemacht, 


1 Collip, Journ. of biol. chem. 57, 65, 1923. 

2 R. Mark und J. Wagner, Klin. Wochenschr. 1925, S. 1692. 

8 A. V. Marx und E. Adler, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 112, 
29, 1926. 

4 Gessner und Siebert, Miinch. med. Wochenschr. 1928, 8S. 853; H. Gohr 
und L. Hilgenberg, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 148, 269, 1929. 

5 R. Heller, Arch. f. exp. Path. und Pharm. 145, 343, 1929. 

® Piungki Min, Pharm. Japon. 6, 30, 1928. 
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das in der chinesischen Therapie als Antidiabetikum Anwendung 
findet. Angeregt durch diese Arbeit schien es mir von Interesse, awh 
unsere einheimischen Polygonatumarten hinsichtlich ihrer Wirking 
auf den Blutzucker zu untersuchen. Es wurde dabei selbst gesammeltes 
Material von Polygonatum officinale und multiflorum verwendet, 
und zwar in Form alkoholischer Rhizomextrakte!. 


Il. Die Wirkung der Rhizomextrakte auf den Blutzucker. 

Zu den Versuchen wurden mannliche Kaninchen im Gewicht von 
15 bis 3kg verwendet, die auBerhalb der Versuchszeit in Einzelkafigen 
saBen und Hafer, etwas Heu und Leitungswasser erhielten. AuBerdem 
wurden an einem pankreasdiabetischen Hunde Versuche angestellt. Die 
Extrakte wurden nach Entfernen des Alkohols und Uberfiihren in Wasser 
in 2/1 fluider Konzentration bei dem gr6éBten Teile der Versuche per os 
gegeben, und nur zum Vergleich wurden auch einige Versuche mit sul) 
kutaner Anwendung durchgefiihrt. Der Blutzucker wurde nach Bang II 
bestimmt und das Mittel von drei gut iibereinstimmenden Analysen 
genommen. 


a) Wirkung auf den Blutzucker des Hungerkaninchens. 

Um gleichmaBigere Versuchsbedingungen zu erzielen, wurden 
entsprechend den Erfahrungen iiber die Insulinwirkung die Versuche 
an Tieren ausgefiihrt, die 24 Stunden ohne Nahrung waren. Die Er- 
gebnisse der Versuche sind in Tabelle I zusammengestellt. Die Konzen- 
tration der verfiitterten Extrakte war 2/1 fluid. 


Tabelle I. 


Normalversuche. 








Ge- Ver- Blutzucker in mg-°/9 
wicht fiitterte ——__—— -——— - ——-— —_——— 
Datum Nr. qgeg Drogen- — : nach Std. 
Tieres| Menge | YOT- | _—________ a 
"| ing | her) 1), 1 2 3 4 5 6 9°| 12 | 2 


5. XI. .75;2070 80 76 110/130) 84 93 105 90, 91 §2 
8. I. 91/2710 50 96; 154/117; 78 92 102 77 
15. I. | 91; 2630; 50 92 85 86 89 92; 71 | 85 | 73 
11. XI. 91/}2020 60 118; 134; 86 89; 82 82 87) 83 
6.VII. 66 2850 32 90 108 102 108 90 95 
13.VII. 66/1890 382 81 104 88 95 66 79 

subkut. 


Eine deutliche und ganz eindeutige Wirkung auf den normalen 
Blutzucker des Kaninchens ist bei Verfiitterung selbst groBer Drogen- 
mengen (80 g) nicht zu sehen. Wenn auch gelegentlich Abnahmen um 


1 Da sich in der botanischen Literatur keine zusammenfassende Da: 
stellung iiber die Anatomie unserer einheimischen Polgonatumarten fan. 
wurde an anderer Stelle (H. Langecker, Lotos, Prag, 8S. 77, 1929) auch div 
Pharmakognosie der beiden Drogen beschrieben. 
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20 bis 36 mg-°,, unter den Ausgangswert beobachtet wurden, so liegt 
doch der tiefste Wert bei 71 mg-°.,, also nur 9 mg-°,, unter der unteren 
Grenze der Normalwerte. Nach unseren Erfahrungen! ist ja der normale 
Blutzucker des ,,Hungerkaninchens*™ schlecht definiert. Der Mittelwert 
betragt 96 mg-°,, und die mittlere Abweichung der Einzelbeobachtung 
16,6 mg-°,. Daher gelten Werte, die zwischen 80 und 112 mg-°,, liegen, 
als normale, die wenig unter oder iiber diesem Wert liegenden als 
seltenere, und erst Werte unter 65 und iiber 137 mg-°,, als abnorme. 
Ja, auch der bei dem einen durchgefiihrten Subkutanversuch (Tabelle V) 
hbeobachtete Wert von 66 mg-"°,, liegt jedenfalls auch noch im Bereich 
der, wenn auch ganz selten beobachteten Normalwerte. Wenn wir 
also diesen strengen Ma®stab an die Versuche anlegen, so miissen wir 
sagen, daB man zwar beim Kaninchen eine Senkung des normalen 
Blutzuckers sieht, da aber die Senkungen nicht so tief liegen, dab 
abnorme Werte erreicht wiirden. Die Verainderungen bewegen sich 
in so engen Grenzen, daB eine prinzipielle Differenz gegen die Ergebnisse 
an anderen Pflanzenextrakten nicht besteht. Die Versuche erstrecken 
sich immer iiber 9, in einzelnen Fallen sogar iiber 24 Stunden, so daB 
auch eine Spatwirkung der Extrakte sich hatte auBern miissen. 


Bei Betrachtung der Tabelle sieht man, daB die Zufuhr der Droge 
auch immer, wenigstens in der ersten halben Stunde, eine blutzucker- 
steigernde Wirkung hat. Das Ausmaf dieser Steigerung ist bei den 
einzelnen Tieren verschieden, aber auch bei einem und demselben 
Tiere ist die Steigerung durchaus nicht konstant, wie Tabelle IV zeigt. 
Bekanntlich ist die bloBe Fliissigkeitszufuhr beim Kaninchen auch 
von einem deutlichen Anstieg des Blutzuckers in der ersten halben 
Stunde gefolgt?, so daB man also den hier beobachteten Effekt damit 
in Zusammenhang bringen kénnte. Es ist freilich das AusmaB dieser 
Steigerung gelegentlich so groB, daB man auch zu der Ansicht neigen 
kann, daB hier eben doch eine Drogenwirkung vorliegt. Das wiirde 
mit den Angaben von Mark und Wagner, sowie mit denen von Marr 
und Adler® iibereinstimmen, und auch den Collipschen Glucokininen 
kommt ja eine zweiphasige Wirkung zu. 


b) Wirkung auf den pathologisch erhéhten Blutzucker. 

Da sich also am normalen Kaninchen keine Wirkung der Extrakt- 
verfiitterung auf den Blutzucker nachweisen lieB, schien die Priifung 
des Priparats am hyperglykamischen Tiere wichtig. Dazu diente ein 
Hund, dem Herr Prof. R. Kahn das Pankreas exstirpiert hatte, wofiir 


' H. Langecker und W. Stross, diese Zeitschr. 161, 337, 1925. 
* E. Kaufmann, Zeitschr. f. exper. Med. 62, 154, 1928. 
he D. 
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ich ihm auch an dieser Stelle herzlich danken méchte. Der Hund 
wurde taglich gleichmaBig gefiittert, und zwar erhielt er erst um 6 Uhr 
abends sein Futter, vorwiegend Fleisch. Dadurch sollten fiir die Ver- 
suchsperioden, die sich von 9 Uhr friih bis 6 Uhr abends erstreckten, 
vergleichbare Verhaltnisse erzielt werden. Wie die in Tabelle IT zu- 
sammengestellten Werte zeigen, ist das nicht erreicht worden. 


Tabelle II. 


Pankreasloser Hund. Am 1. Januar 1929 Totalexstirpation. 





Blutzucker in mg-°/» 
EES TEES ASAE cme wii a q 
8Uhr 9Uhr 10Uhr/11Uhr 12Uhr 13 Uhr |14 Uhr 15 Uhr |16 Uhr |17 Uhr. 18 Uh: 





9. I. 200 254 

10. I. 244 251 | 262 238 , 222 218 | 242 193 

11. I 192 

14. I 316 355316 286 245 | 259 275 
100g P. 

15. I 181 

16. I 245 

Be. 5 183 

21. I. 231 268 226 204 220 

22. I 364 

4. I akut gestorben 


Denn die normalen Werte des Blutzuckers schwanken an sechs ver- 
schiedenen Tagen um 172 mg-”,. Die an zwei Tagen aufgenommenen 
Tageskurven, von etwa dem gleichen Ausgangsniveau beginnend, zeigen 
ja einen ziemlich gleichférmigen Verlauf des Blutzuckers. Dieser steigt 
zunachst etwas an, um gegen 11 Uhr seinen Héchstpunkt zu erreichen, 
fallt dann allmahlich zu dem tiefsten Punkt um etwa 16 Uhr. Dann 
steigt er wieder etwas an. Die unter dem EinfluB der Drogenverfiitterung 
(100 g als Ausgangsextrakt) am 14. Januar aufgenommene Blutzucker- 
kurve ist allerdings sehr schwer zu beurteilen, denn gerade an diesem 
Tage ist das Ausgangsniveau sehr viel héher als an den beiden Kontroll- 
tagen. Auch an diesem Tage sehen wir zunichst die Kurve ansteigen, 
schon um 10 Uhr ist der Héchstpunkt, aber schon um 11 Uhr wieder 
das Ausgangsniveau erreicht. Von da ab stiirzt der Blutzucker steil 
ab, um 14 Uhr ist der tiefste Punkt erreicht, der um 70 mg-°,, tiefer 
liegt als der Normalwert, wihrend an den Kontrolltagen diese Differenz 
in dem einen Falle nur 26, in dem anderen 27 mg-°%, betrug. Die 
extremste Schwankung an dem Tage der Drogenfiitterung betrigt 
110 mg-°%,, wahrend sie an den beiden Kontrolltagen nur 69 bzw. 
64 mg-°,, ausmachte. Trotz dieser erheblichen Differenzen kann gegen 
eine Drogenwirkung geltend gemacht werden, dai das Ausgangs- 
niveau gerade an dem Versuchstag so hoch lag. 
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Herr Dr. Lorant (Klinik Prof. R. Schmidt) hatte die Giite, an einem 
Diabetiker einen Versuch mit dem Rhizomextrakt auszufiihren. Der Patient 
atte am Abend vorher seine letzte Mahlzeit genommen und blieb wahrend 
des Versuchs ohne Nahrung. Nach der ersten Blutentnahme um 8 Uhr 
frih erhielt er den Ausgangsextrakt von 300g Rhizom mittels Schlund 
sonde und der Blutzucker wurde weiterhin in einstiindigen Pausen 
intersucht. Es ergaben sich folgende Zahlen: 353 (8 Uhr), dann Fiitterung, 
366 (9 Uhr), 362 (10 Uhr), 386 (11 Uhr), 382 (13 Uhr), 341 (14 Uhr), 319 
15 Uhr), 307 (16 Uhr), 310 (17 Uhr), 291 (18 Uhr). Am niichsten Tage 
friih betrug der Blutzucker 345 mg-°,. 


Ob in diesem Versuch der immerhin steile Abfall des Blutzuckers 
nur Ausdruck des Hungerns ist [freilich muB die relativ groBe Drogenmenge 
mit ihrem hohen Kohlenhydratgehalt (!) als Nahrungsaufnahme gelten] 
oder ob darin eine Drogenwirkung zu sehen ist, laBt sich nicht entscheiden. 
Leider konnten weitere Versuche nicht angestellt werden, da nur ein sehr 
knapp bemessenes Drogenmaterial zur Verfiigung stand, mit dem auch 
noch die chemische Fraktionierung durchgefiihrt werden sollte. Jedenfalls 
wurde aber von dem Patienten die immerhin groBe Drogenmenge anstands- 
los vertragen. 


Beeinflussung des Blutzuckers des mit Adrenalin hyperglykdmisch gemachten 
Kaninchens. 

Die mit den geschilderten drei Verfahren gewonnenen Ergebnisse 
kénnen bei strenger Priifung doch nicht als vollgiiltige Beweise einer 
antidiabetischen** Wirkung der Rhizomextrakte von Polygonatum 
angesehen werden. Ich habe daher einerseits die durch Adrenalin 
und andererseits die alimentar erzeugte Hyperglykimie auf ihre Beein- 
flussung durch die Rhizomextrakte gepriift. 


Tabelle I11. 


Adrenalinversuche. 





‘ . Blutzucker in mg-°', — nach Std 
Nr. wicht : 
Datum Droge in g 
ie nor- nor- , “ad : 
des Tieres mal1l* mal2* ‘/2 1 ae as) es ie ion 


V. 114.2470 04mg Adrenalin 87 165 210 210 169 
1b. V. 114 2470 04mg Adrenalin 91 119 207 215 165 104 
50g Droge per os 
25. X. 300 1830 O3meg Adrenalin 96 142.180 187160121'89 81 


1. XI. 300 1830 20g Droge und 97 139 209193 198 122 102 95 107 
03mg Adr. subk. 

‘. XI. 300 18380 60¢ Droge 75 127 210254187 97 81 78 86 
0,3 mg Adr. subk. 

* Normal | bedeutet die Blutzuckerkonzentration vor der Drogenverfiitterung, normal 2 

Blutzuckerkonzentration vor der Adrenalininjektion Zwischen Drogenfiitterung und 


\drenalininjektion lag eine Pause von einer halben Stunde 
a Led 


Die in Tabelle III zusammengestellten Versuche wurden in der 
Weise ausgefiihrt, daB erst am normalen ,,Hungerkaninchen‘‘ die Wirkung 
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einer bestimmten, subkutan verabreichten Adrenalindosis auf (ey 
Blutzucker festgestellt wurde und dann an demselben Tiere nach 
7 bis 10 Tagen die Droge verfiittert wurde (Ausgangsextrakt). Eine 
halbe Stunde nach der Verfiitterung wurde die Adrenalinmenge wie 
im Kontrollversuch subkutan injiziert. Vor der Drogenfiitterung 
wurde der Blutzucker bestimmt (= normal 1 der Tabellen) und ebenso 
vor der Adrenalininjektion (= normal 2). 


Die freilich an Zahl nur geringen Versuche zeigen, daB die Intensitit 
der nach Adrenalininjektion auftretenden Hyperglykimie durch dic 
Drogenfiitterung kaum beeinfluBt wird, hingegen deutlich die Dauer 
In allen drei Versuchen ist der Abfall des Blutzuckers frither zu beob- 
achten als im Kontrollversuch und meistens verlaiuft er auch steiler. 
Zu einem ahnlichen Ergebnis kommen Gohr und Hilgenberg! bei 
der Untersuchung der Bohnenschalen. Auch bei ihnen ist bei ein- 
maliger Drogenfiitterung kaum ein EinfluB auf die Adrenalin. 
hyperglykamie zu sehen und erst bei wiederholter Fiitterung auBerte 
sich eine Wirkung. 


d) Beeinflussung des Blutzuckers bei alimentdrer Glucosebelastung. 


Die in Tabelle [IV zusammengestellten Versuche wurden in der 
Weise ausgefiihrt, da8 zunachst an einem ,,Hungerkaninchen“ die 
Wirkung der Verfiitterung von 10g Glucose (in 50°, wiisseriger 
Lésung) auf den Blutzucker festgestellt wurde. In der Regel reicht 
diese Menge aus, um beim Kaninchen eine iiber 2 Stunden sich er- 
streckende deutliche Hyperglykimie zu erzeugen. Die Reaktion der 
einzelnen Tiere auf diese Zuckermenge ist hinsichtlich Héhe und 
Verlauf der Hypergiykimie verschieden, aber das einzelne Individuum 
behalt seine Reaktionsweise fiir langere Zeit ziemlich konstant bei, 
so daB sich ein in seiner Reaktionsweise bekanntes Tier sehr fiir Ver- 
gleichsversuche eignet. In einem Falle (Nr. 66) reichte die Zuckermenge 
nicht aus, auch die doppelte Menge gab nur eine verhaltnismabig 
geringe Wirkung. An auf diese Weise geeichten Tieren wurde dann 
nach Ablauf einer Woche die Droge verfiittert und eine halbe Stund: 
spaiter der Zucker (normal, und normal, wie oben). 


In der Tabelle IV finden sich solche an elf Tieren vorgenommene 
Versuche. Darunter sind allerdings auch jene Versuche aufgenommen, 
die der chemischen Fraktionierung der Drogenwirkung dienten. Da 
sich namlich bald zeigte, daB die alimentar erzeugte Hyperglykamie 
beim Kaninchen ganz deutlich durch die Extrakte beeinfluBt wird, 
wurde diese Wirkung der Droge zu dem genannten Zwecke verwen(et. 


Le. 


IV. 


Tabelle 
Wirkung auf alimentére (Cluko«ecehelactung 
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Aus der Tabelle ergibt sich, daB nach Dosen von etwa 30 g Drove 
angefangen die alimentaire Hyperglykamie sehr viel geringer ausfillt 
und zwar sowohl hinsichtlich der Dauer als auch hinsichtlich der Héh: 
In vielen Fallen ist sie vollkommen ausgeblieben (Nr. 7, 66, 75, 91) 
Die in den meisten Versuchen beobachtete anfingliche Blutzucker- 
steigerung nach der Drogenfiitterung ist bereits unter Ila besprochen 
worden. Die Reaktionsweise schwankt von Tier zu Tier, Nr. 116 
scheint ein véllig torpides Tier gewesen zu sein. Uber das Ausma}} 
der Unterschiedsempfindlichkeit liegen nur geringe Erfahrungen vor. 
die den Eindruck erwecken, daB mit Steigerung der Drogenmenge 
der Effekt nicht wesentlich erhéht wird. 


Die mit den Rhizomextrakten durchgefiihrten Versuche iiber dic 
Beeinflussung der alimentaren Hyperglykamie sind also am eindeutigsten 
ausgefallen. Herabsetzung und Abkiirzung der Hyperglykaimie an 
den Tagen der Drogenfiitterung ist in den meisten Fallen sehr betracht- 
lich. Auch darin stimmt die hier beobachtete Drogenwirkung mit 
den bereits erwihnten Literaturangaben iiber die Wirkung von Folia 
Myrtilli, Herba Urticae dioicae und Fructus Phaseoli gut iiberein 
Bei den genannten Drogen ist auch die Beeinflussung der alimen- 
tairen Hyperglykamie hinsichtlich Dauer und Intensitat die markanteste 
Drogenwirkung. 


Entsprechend den Erfahrungen, daB gleichzeitige perorale Ver- 
abreichung von Galle fiir viele Stoffe die Resorption steigert!, wurde 
auch ein solcher Versuch mit unserer Droge angestellt (Tabelle LV Tier 
Nr. 187), der aber voéllig ergebnislos verlief. Es gelingt also nicht, 
die Resorption der Extrakte durch Galleanwendung zu férdern. 


Tabelle V. 


Wirkung bei der subkutanen Verabreichung. 











. Ge- 3 “k s 0 

Nr. wich Blutzucker in mg-°/ 
nS ve in g ach St 
Datun a Die Droge in g nor-j nor- | nach St 1 ers 

os See mal1* mal2* , R 1 2 314 6 9) 2% 
6. VI. 42 2270) 40 subk. 79 | 95134125208 200 (112 (d S 


6. VII. 7 2850 32 (per os) 87 112 | 163 134 131 
13. VII.) 7 2860) 32 (subk.) 92 93 148 146 140 


sta 


1. VI. 7 29090! Zucker per os 78 | 153 180,142 
6. VII. 66 1859 32 per os 9) | 108 102.108 90} 95 
13. VII. 66 1890 32 subk. 81 104 88 95 6679 


* Normal 1 bedeutet die Blutzuckerkonzentration vor der Injektion des Drogenauszus- 
normal 2 bedeutet die Blutzuckerkonzentration vor der Zuckerfiitterung. Zwischen Drog 
und Zuckerverabreichung lag eine Pause von einer halben Stunde. 


1 H. Langecker, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 136, 259, 1929. 
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SchlieBlich wurde noch untersucht, ob die subkutane Anwendung 
unserer Droge eine starkere Wirkung zur Folge hat als die perorale. 


Der Versuch an Tier Nr. 42 in Tabelle V ist in seinem Verlauf 
ganz merkwirdig und ungeklart. Hingegen zeigen die beiden anderen 
Versuche, daB die Drogenextrakte auch subkutan gut vertraglich sind, 
eine Verstarkung der Wirkung ist aber wohl kaum zu erkennen. Nur 
in dem Normalversuch am Tier Nr. 66 fallt auf, daB bei subkutaner 
Anwendung der Blutzucker bis auf 66 mg-°., herabsank, wahrend im 
Kontrollversuch, der per os durchgefiihrt wurde, der Blutzucker 
iiberhaupt nicht unter das Niveau des Ausgangswertes herunter- 
sank. Es ist ja auch dieser beobachtete Wert von 66 mg-”,, 
der tiefste in der ganzen Versuchsserie aufgetretene. Es wire also 
immerhin mdéglich, daB bei subkutaner Anwendung der normale 
Blutzucker mehr beeinfluBt wird als bei peroraler. Fiir die Beein- 
flussung der alimentaéren Glucosebelastung gilt das jedenfalls nach 
dem Versuch am Tiere Nr.7 nicht. Wir sehen hier per os und 
subkutan etwa das gleiche Wirkungsausma8. Hingegen ist im Subkutan- 
versuch der EinfluB der verabreichten Flissigkeit eigentlich nicht 
zu sehen, wahrend wir im per os-Versuch die tibliche primare Hyper- 
glykimie beobachten. 


Ill. Fraktionierungsversuche der Rhizomextrakte von Polygonatum. 


Weitere Versuche galten der Frage, in welcher Drogenfraktion 
sich die wirksame Substanz vorfindet. Ein erster Hinweis freilich nega- 
tiver Art war die Feststellung, daB in der Subkutanversuchen (Tabelle V) 
bei den Tieren niemals Zucker im Harn auftrat. Man hatte ja doch auch 
an eine phlorrhizinahnliche Wirkung denken kénnen. Davon ist also 
nicht zu sprechen, und auch die chemischen Phlorrhizinreaktionen 
fallen in den Rhizomextrakten negativ aus. Die wirksame-Substanz 
gehért also weder pharmakologisch noch chemisch der Gruppe des 
Phlorrhizins an. 


Um Naheres iiber die chemische Natur der wirksamen Bestandteile 
zu erfahren, wurde an Hand der Wirkung, die die Rhizomextrakte 
auf die alimentar bedingte Hyperglykamie ausiiben, eine Fraktionierung 
der Extrakte versucht. Dabei wurde nach einem Prinzip vorgegangen, 
das sich bei der Wirksamkeitsaufteilung von Drogen ganz allgemein 
bewahrt hat. Es wird zuniachst die optimale Bedingung der Extrakt- 
herstellung festgelegt und dann vom optimalen Extrakt aus durch 
allmahlich fortschreitende Reinigung das wirksame Prinzip zu fassen 
gesucht, wobei alle Zwischenfraktionen auf Wirksamkeit gepriift werden. 
In Anbetracht dessen, daB mir nur relativ wenig Droge zur Verfiigung 
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stand, muBbte sehr haushalterisch damit umgegangen werden. — }|)\ 
Beurteilung der einzelnen Fraktionen geschah, ausgehend von unsere) 
Erfahrungen tiber die Insulindarstellung!, an mit Ausgangsextrakt 
geeichten Tieren. Wenn das Resultat nicht klar war, wurde eine nac}). 
tragliche Zuckerkontrolle vorgenommen. Wenn man prinzipiell auch 
alle verworfenen Fraktionen auf Wirksamkeit ansieht, kommt man 
dabei zu brauchbaren Resultaten. Je 6fter ein Tier im Versuch steht 
um so besser kennt man seine Reaktionsweise und um so sicherer kann 
man eine unbekannte Fraktion beurteilen. 


Zur Herstellung des Extraktes wurde die fein gemahlene Droge mit 
der fiinffachen Menge 50°, ig. Alkohols 24 Stunden auf der Schiittel- 
maschine geschiittelt. Dabei beobachtet man ein intensives Quellen, das 
allmahlich das Schiitteln illusorisch macht. Man muB noch die 2,5faclh 
Menge Alkohol zusetzen, um gut extrahieren zu kénnen. Die so extra. 
hierte Droge laBt sich gut abpressen. Dieser 66° ig. alkoholische Drogen- 
extrakt stellt auch schon den optimalen Extrakt dar. Denn wenn man 
die Droge hernach mit starkem Alkohol auszieht (Nr. 114, 25. Novembe 
so erweist sich derselbe als unwirksam. Wird die so behandelte Droge 
noch mit Wasser ausgezogen (Nr. 91, 28. November), so sieht man auc! 
keinerlei Wirkung. Dieser wasserige Auszug enthalt den Drogenschleii 
Er hat also nichts mit der Wirkung zu tun. 


Das verwendete Drogenmaterial setzte sich aus beiden Drogen 
arten (Polygonatum officinale und Polygonatum multiflorum) zu- 
sammen und stammte aus der Erntezeit Mai bis Oktober. In einem 
besonderen Versuch wurde ein nur aus P. officinale und ein nur aus 
P. multiflorum hergestellter Extrakt miteinander verglichen, ohne 
daB sich eine Differenz gezeigt hatte. Es ist jedenfalls in beiden bei 
uns einheimischen Arten das wirksame Prinzip vertreten (Nr. 7, 15. und 
28. Juni). 


Wenn man den in Wasser iibergefiihrten Extrakt mit absolutem 
Alkohol versetzt, entsteht eine machtige Flockung. Nach dem Filtrieren 
ergab sich, daB die Wirkung zum groBen Teil in Alkohol eingegangen 
war, aber zum Teil auch indem Alkoholniederschlag sich vorfand (Nr. 187 
6. Dezember). Es schien daher nétig, vor einer Reinigung durch Alko)io! 
den Extrakt auf andere Weise zu reinigen. Wegweisend waren Er- 
fahrungen mit Mutterkornextrakten?. Die biogenen Amine liegen 
hier offenbar an Phosphorsiure gebunden in der Droge vor und sind 
in dieser Form schwer alkoholléslich. Daher ist das Ausfallen der Sekale- 
extrakte mit Alkohol immer mit Wirkungsverlusten verbunden.  Erst 


1 H. Langecker und W. Wiechowski, Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 28 
2 H. Langecker, Verh. d. Deutsch. Pharmakol. Ges. 1927, 8S. 133. 
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wenn man die Extrakte durch Bleiacetatfaillung vorreinigt, also die 
\mine in die Acetate tiberfiihrt, ist eine Fallung mit starkem Alkohol 
ohne Wirkungsverlust méglich. So verhalt es sich auch in unserem 
Falle. Es wurden daher die Drogenextrakte zunachst mit neutralem 
Bleiacetat ausgefallt. Die Fallungen wurden in 66°, ig. Alkohol durch- 
gefiihrt, weil sich gezeigt hatte, daB man auf diese Weise die am besten 
filtrablen Bleiniederschlage bekommt. In verdiinnter Alkoholkonzen- 
tration sind sie auch durch Zusatz fremder bleifallbarer Stoffe nicht 
recht zum Ausflocken zu bringen und dann auch durch Barchent kaum 
noch filtrierbar. Das iiberschiissige Bleiacetat wurde im Filtrat durch 
Schwefelwasserstoff entfernt. Dabei bildete sich stets kolloides Blei- 
sulfid, das nur durch Uberfiihren in starken Alkohol ausflockte. Das 
Bleifiltrat enthalt die ganze wirksame Fraktion (Nr. 7, 13. Dezember). 

Die mit Blei gereinigten Extrakte wurden dann in starken Alkohol 
iibergefiihrt. Dabei trat eine intensive Flockung auf. Diese Alkohol- 
fillung wurde zwei bis dreimal hintereinander durchgefiihrt, weil 
immer noch Alkoholfallbares zuriickblieb. Die Priifung ergab, dal 
im Alkohol nach Bleireinigung nichts Wirksames enthalten war (Nr. 187, 
25. April). 

Wird der in Wasser iibergefiihrte, in der beschriebenen Weise 
gereinigte Extrakt auf seine Reaktionen gepriift, so fallt auf, daB er 
nur mit wenigen Reagenzien Fallungen gibt. Mit Sauren (Pikrinsaure, 
Weinsaéure) entsteht weder in wasseriger noch in alkoholischer Lésung 
eine Fallung. Basisches Bleiacetat erzeugt eine minimale Triibung. 
Fillungen wurden nur mit Phosphorwolframsaure, Pikrolonsiure und 
Sublimat erzielt. Ehe aber diese Fallungen hinsichtlich Wirksam- 
keit geprift wurden, wurde noch untersucht, ob der in Wasser iiber- 
gefiihrte Extrakt ohne Verlust an Wirksamkeit sich blank filtrieren \aBt. 
Das stellte sich in der Tat heraus. In dem abgetrennten Niederschlag 
war keinerlei Wirkung nachweisbar (Nr. 7,9. Marz). Von diesem blank 
wasserléslichen Extrakt ausgehend wurde in n/1 schwefelsaurer Lésung 
mit Phosphorwolframsaure ausgefallt. Die Untersuchung des Nieder- 
schlages, der sowohl durch Bleiacetat in Acetonlésung (Kossel) als auch 
durch Bariumhydroxyd zerlegt wurde, ergab in beiden Fallen nur 
Spuren von Wirkung (Nr. 114, 2. Februar und Nr. 187, 2. Februar) 
wahrend die Gesamtwirkung sich im Filtrat fand (Nr. 7, 2. Februar). 
Analog fiel der Versuch mit Pikrolonsiure aus (Nr. 187, 18. Februar). 
Die Pikrolonsaure wurde im Filtrat und Niederschlag mit Schwefel- 
siure freigemacht und mit Benzol ausgeschiittelt. Auch die in alko- 


holischer Lésung vorgenommene Sublimatfillung fiihrt zu keinem 
Ziel. Die Sublimatfallung (Nr. 7, 17. April) erwies sich als unwirksam 
und im Filtrat (Nr. 187, 17. April) fand sich die wirksame Substanz. 
Die Entfernung des Quecksilbers geschah mit Schwefelwasserstoff. 
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Nachdem also durch eine der iiblichen Fallungsmethoden die 
wirksame Substanz nicht zu fassen war, wurde zur Entscheidung der 
Frage, ob ein basischer Stoff vorliegt, bei Natriumhydroxydanwesenhcit 
mit Amylalkohol ausgezogen, der nachher wiederholt mit Schwefel- 
sdure ausgeschiittelt wurde. Die wirksame Substanz ging nicht in den 
Amylalkohol iiber, diirfte also keinen basischen Charakter haben (Nr. 187, 
21. Januar). 


SchlieBlich wurde noch der Versuch unternommen, mittels Blei- 
acetat-Ammoniak die wirksame Substanz auszufallen. Auch dieser 
Versuch verlief negativ, denn sowohl Filtrat als auch Niederschlag 
waren wirksam (Nr. 7, 2. Mai und 1. Juni). 


Bei der Untersuchung des reaktionellen Verhaltens der Extrakte 
war deren starke Reduktionskraft aufgefallen. Nach Bang IL bestimmt, 
also auf Glucose umgerechnet, entspricht das Reduktionsvermégen 
eines mit Bleiacetat und Alkohol 1/1 fluiden Extraktes etwa der Starke 
einer 1°.igen Glucoselésung (0,93°,,). Hingegen fiel der Drehungs- 
versuch negativ aus. Allerdings lagen immer, trotz Bleibehandlung 
deutlich gelb gefarbte Lésungen vor, aber eine der Reduktion parallel 
gehende Drehung hatte sich bei einigermaBen erheblicher optischer 
Aktivitat auBern miissen. Unter den Zuckerreaktionen fiel die Probe 
von Seliwanoff (Resorcin-Salzsiure) besonders stark auf, so da8 an Fruk- 
tose hatte gedacht werden kénnen. Gegen diese Annahme spricht freilich 
der negative Ausfall des Drehungsversuches. Zur Klarung der Frage 
wurde noch das Verhalten der Extrakte bei der Giarung untersucht. 
Dabei zeigte sich, daB die in der angegebenen Weise vorbehandelten 
_Extrakte eine intensive Gairung mit Bierhefe aufweisen, wobei cer 
Reduktionswert auf fast den vierten Teil sinkt (0,28 °,, Glucose), so dal 
doch der gréBte Teil der Reduktion einem nicht drehenden, aber garenden 
Zucker angehért. Wird schlieBlich der vergorene Extrakt einer Schwefel- 
siurehydrolyse unterworfen, so sinkt der Reduktionswert auf etwa 
ein Finftel des Ausgangswertes (0,18°,, Glucose) und die Reduktion 
nach Seliwanoff ist minimal. 


Aus einer Reihe von Arbeiten Ciaccios und Solarinos! geht hervor, 
daB verschiedene Zucker und Polysaccharide imstande sind, die Hyper- 
glykamie nach alimentirer Belastung beim Hunde zu beeinflussen, wenn 
sie gleichzeitig oder eine halbe Stunde vor der Glucosefiitterung verab- 
reicht werden. Inulin und Lavulose zeigen diesen Effekt am deutlichsten. 
Nach der Entfernung der Bauchspeicheldriise bleibt der Effekt aus. 


1 C. Ciaecio und S. Racchusa, Bollettin. della Soc. di Biol. Sperim. 
1. VI. 1926, S. 1; G. Solarino, ebendaselbst 2. TX. 1927, S. 1039 und 3. I. 
1928, S. 108 und 3. VII. 1928, 8S. 846 und Arch. di-Scienz. biolog. 13. I. 
1929, 8S. 31. 
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Die Autoren fassen diese Wirkung als eine Hemmung der Pankreas- 
sekretion durch die von ihnen untersuchten Zucker auf. In den Versuchen 
geniigten schon 2,5 g Fructose, um die Hyperglykarhie von 25 g Glucose 
fast ginzlich zu unterdriicken. Es war daran zu denken, daB die be- 
obachtete Wirkung der Rhizomextrakte von Polygonatum auf ahnliche 
Weise zustande kame. Es werden allerdings in meinen Versuchen mit 
50 g Droge nach der Bangschen Bestimmung erst 0,5 g Glucose bzw. 
nach Réhmy?* 0,61 g Fructose bzw. 1 g Lactose oder Maltose verfiittert, 
also relativ kleine Mengen, die natiirlich nach der Garung und Hydrolyse 
sich noch wesentlich verringern. Zur Entscheidung, ob ein solcher 
Zusammenhang besteht, wurden die einzelnen Fraktionen auf ihre 
Wirksamkeit untersucht, wobei sich ergab: Die Garung scheint die 
Wirksamkeit in keiner Weise zu _ beeintrichtigen (Nr. 66, 2. Juli 
und Nr. 7, 10. Mai), trotzdem die Reduktion auf etwa den vierten Teil 
sinkt, wahrend bei der Hydrolyse eine deutliche Wirksamkeitsabnahme 
zu sehen ist, ohne daB diese aber ganzlich verloren ginge (Nr. 7, 17. Mai). 
Daraus ergibt sich, daB die beobachtete Wirkung nicht durch den ver- 
girbaren und stark reduzierenden Extraktanteil begriindet ist. Wesent- 
lich zur Aufklarung trug auch der Versuch mit Bleiacetat-Ammoniak 
bei. Wie anzunehmen war, werden durch Bleiacetat-Ammoniak die 
reduzierenden Bestandteile so gut wie véllig entfernt. Die Bestimmung 
der Reduktion ergab im Bleiacetat-Ammoniakfiltrat auf 1/1 Fluid- 
extrakt bezogen nur mehr 0,093°,, ,,Glucose“, wahrend der dazu ge- 
hérige Bleiacetat-Ammoniakniederschlag 0,93°,, ,,Glucose“ enthielt. 
Also bis auf 10°, werden die reduzierenden Bestandteile durch Blei-N H, 
entfernt und trotzdem erweist sich das Bleiacetat-’mmoniakfiltrat 
immer noch wirksam (Nr. 7, 1. Juni). Daher wurden auch Versuche 
iiber die von Cicaccio und Solarino am Hunde nachgewiesene Wirkung 
am Kaninchen nicht unternommen. Gegen die Annahme eines Zu- 
sammenhanges zwischen Garvermégen und Wirkung spricht auch die 
Tatsache, daB die alkoholunléslichen Anteile, die iibrigens ‘auch die 
Seliwanoffsche Reaktion geben, und im Experiment sich als unwirksam 
herausstellten (Nr. 187, 25. April), auch einen vergirbaren Bestandteil 
enthalten. 


Es wurde daher die Vergirbarkeit mit unter die Reinigungs- 
méglichkeiten unseres Extraktes aufgenommen. Wenn man also 
den Ausgangsextrakt zunachst mit neutralem Bleiacetat ausfiallt, dann 
zweimal mit starkem Alkohol fallt, der Girung unterwirft und eine 
dritte Alkoholfillung nach der Garung ausfiihrt, dann bekommt man 
einen Extrakt, der sich als sehr wirksam erweist (Nr. 66, 2. Juli). 
1g Droge entsprechen 21 mg Trockensubstanz und 1,5 mg Asche. 


1 B. Réhmy, diese Zeitschr. 199, 48, 1928. 
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Nach der Bangschen Bestimmung entspricht 1g Droge ,,1,6 my’ 
Glucose. 

Die Priifung des reaktionellen Verhaltens hat ergeben, dab cin 
so gereinigtes Extrakt Fallungen mit Phosphorwolframsaure sowie mit 
Atheralkohol gibt, daB er sich aussalzen 1i8t, Kaliumpermanganat. 
lésungen entfarbt, Eisenchloridlésungen rotbraun farbt, ferner dik 
Folinsche und Paulysche Reaktion gibt. Die Reaktion nach Seliwanof 
ist schwach positiv. 

Aber auch noch auf einem ganz anderen Wege kommt man 2) 
analogen Ergebnissen. Die Rhizomextrakte lassen sich mit Ammon. 
sulfat aussalzen. Im Aussalzfiltrat (bei Ganzsattigung) ist keine Wirkung 
nachweisbar (Nr. 91, 16. Dezember), hingegen laBt sich aus dem aus. 
salzbaren Anteil mittels Alkohol die wirksame Fraktion gewinnen 
Dabei darf man freilich nicht mit starkem Alkohol arbeiten (Nr. 187 
13. Dezember), sondern erst in 66°,igem Alkohol sind die wirksamen 
Drogenanteile léslich (Nr. 7, 3. Januar und Nr. 131, 10. Novembe: 
was mit den bei der Bleiacetatfallung der Extrakte gewonnenen Er. 
fahrungen gut tibereinstimmt. Auf diese Weise kann man die Dar. 
stellung der Extrakte wesentlich abkiirzen, weil durch die Aussalzung 
die durch starken Alkohol fallbaren Anteile, die nicht aussalzbar sind 
von vornherein abgetrennt werden, so daB die nachtraglich eingeschaltet: 
Bleiacetatfaillung sofort schén ausflockt und glatt filtrabel ist, weil 
eben offenbar als Schutzkolloide wirkende, nicht aussalzbare Anteili 
hier nicht mehr stéren. 

Ein auf diese Weise hergestellter Extrakt ist nicht vergirbar, gilt 
mit Alkohol keine Fallung, fallt hingegen mit Phosphorwolframsaur 
und Atheralkohol, entfirbt Kaliumpermanganatlésung, farbt Eisen. 
chloridlésungen rotbraun, gibt die Reaktionen nach Pauly, Folin und, 
wenn auch schwach, nach Seliwanoff. Er enthalt pro Gramm Drog 
32 mg Trockensubstanz, 4,5 mg Asche, und nach der Bangschen Be- 
stimmung entspricht 1g Droge einem Reduktionswert von 1,1 mg 
Glucose. 


Die Farbenreaktionen sind nicht so eindeutig, daB man aus ihnen 
Schliisse auf die Natur der sie bedingenden Stoffe ziehen kénnte. Sie 
weisen nur auf die Méglichkeit hin, daB ein Stoff vorliegt, der aromatisc lie 
Hydroxylgruppen (Folin) bzw. kuppelbare Produkte (Pauly) enthiilt, 


der vielleicht hydroaromatischer Natur ist (Permanganatreaktion). 


Wenn es auch nicht gelungen ist, den wirksamen Bestandteil in 
analysenfihigen Zustand zu tiberfiihren, so ist es doch méglich gewesen 
die Extrakte so weit durch Entfernung unwirksamer Anteile zu reinigen. 
da man annehmen kann, daB die wirksame Substanz leicht alkoho!- 
und wasserléslich, nicht vergarbar und durch Ammonsulfat aus- 
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salzbar ist. Vielleicht handelt es sich um einen hochmolekularen Stoff, 
ihnlich den zahlreichen Reservesubstanzen, die die Pflanze aus der 
Gruppe der Kohlenhydrate so mannigfach bildet. 

Es scheinen also im Pflanzenreich Stoffe verbreitet zu sein, die 
Wirkungen auf den Kohlenhydratstoffwechsel entfalten und es wire 
der fiir die vorstehende Untersuchung eingeschlagene Weg auch auf 
andere Pflanzen auszudehnen, insbesondere auf jene, von denen Be- 
zichungen zum Kohlenhydratstoffwechsel bereits bekannt sind, um 
antidiabetische Drogen nach chemischer Zugehérigkeit gruppieren zu 
konnen. 


IV. Die physiologische Priifung des Polygonatumextraktes. 

Zur weiteren Charakteristik wurde untersucht, welche Wirkung 
ein in der beschriebenen Weise gereinigter Polygonatumrhizomextrakt 
im akuten Experiment hat. 

Auf den Blutdruck und die Atmung des mit Urethan narkotisierten 
Kaninchens sind Mengen entsprechend 5 g Droge chne Effekt gewesen. 
Yon glattmuskeligen Organen wurde der Meerschweinchenuterus und 
Kaninchenuterus sowie der Kaninchendarm untersucht. Die Extrakte 
waren wirkungslos. Am Kaninchenuterus wurde auch die Beeinflussung 
der Adrenalinwirkung gepriift. Sis wird durch de Extrakte nicht be- 
‘influBt, es liegen also keine Beziehungen zum Sympathikus vor. Hin- 


wegen sieht man am Froschherzen (nach Straub) in ein Zehntel fluider 


Konzentration voriibergehende Bradycardie und in héheren Konzen- 
trationen (1/1 fluid) Stillstande, die auf Atropin nicht ansprechen, wohl 
aber auf Coffein bzw. Adrenalin. 

Mit Riicksicht auf die nahe botanische Verwandtschaft von Poly- 
onatum zu Convallaria majalis lag es nahe, an eine’ Glykosidwirkung 
yu denken. Die Untersuchung des Polygonatumblattes hat auch tat- 
ichlich ergeben, daB sich an Rana temporaria das 2/1 fluide Extrakt 
on digitalisartiger Wirkung erweist, wenn es in den Lymphsack in- 
iziert wird. Die Frésche sterben nach 2 bis 7 Stunden an einem systo- 
ischen Herzstillstand. Verwendet wurde ein 50°,ig. alkoholischer 
slatterextrakt, der in Wasser iibergefiihrt wurde. Nach der bei der 
igitalisauswertung tiblichen Berechnung wiirden sich in dem Blatter- 
xtrakt pro Gramm Droge 40 bis 80 Froschdosen vorgefunden haben, 
iso eine relativ geringe Menge herzwirksamer Stoffe, da Convallaria- 
lrogen (Blatt) pro 1 g Droge 400 bis 800 Froschdosen enthalten. 


Hingegen erwies sich der in der oben beschriebenen Weise gereinigte 
‘olygonatumrhizomextrakt am ganzen Frosch als ungiftig. 2g Droge 
rzeugten an 35 g schweren Fréschen keine Erscheinungen, es sind also 
ro 1g Droge weniger als 17 FD vorhanden. 
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Zusammenfassung. 


Die Rhizomextrakte von Polygonatum officinale und multiflori 
lassen den normalen Blutzucker des Hungerkaninchens so gut wie 
unbeeinfluBt. 

Wahrend der Blutzucker des mit Adrenalin hyperglykamisch ye. 
machten Kaninchens nach Verfiitterung der Rhizomextrakte yon 
P. kaum verandert wird, zeigt die alimentire Hyperglykamie cine 
betrachtliche Herabsetzung und Abkiirzung. 

Der hier zum ersten Male unternommene Versuch, die chemische 
Zugehorigkeit ,,antidiabetisch*‘ wirkender Pflanzenstoffe aufzuklaren, 
ergab, daB es sich um leicht wasser- und alkohollésliche Stoffe 
handelt, die nicht vergirbar, mit Ammonsulfat aussalzbar, also 
offenbar hoch molekularer Natur sind, ahnlich den zahlreichen Reserve- 
substanzen der Pflanze aus der Gruppe der Kohlenhydrate. 
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Uber den Nahrwert des Corned beef bei Ratten. 
Von 
Hans Bischoff. 
(Aus der Universitats-Kinderklinik Rostock.) 
(Eingegangen am 6. April 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei der Priifung der Frage itiber den Nahrwert des Fleisches ver- 
éffentlichten wir (Scheunert und Bischoff) unlingst Untersuchungen 
bei Ratten, welche mit rohem, gekochtem und bei unter verschiedenem 
Druck autoklaviertem Rindfleisch gefiittert waren. Es ergab sich aus 
unseren Versuchen, daB die durch die geschilderten Prozéduren not- 
wendigerweise bedingten Veranderungen des Fleisches in keinem Falle 
einen nachteiligen EinfluB auf die wachsenden Tiere ausiibten, so dab 
wir uns zu der SchluBfolgerung berechtigt glaubten: kiichenmdfiges 
Zubereiten des Fleisches beeinfluBt seinen Nahrwert in keiner Weise. Es 
schienen sogar die mit gekochtem Fleisch gefiitterten Tiere eine steilere 
Gewichtskurve aufzuweisen, d.h. also besser gediehen zu sein als die 
iibrigen, und zwar machte sich dieser Unterschied besonders gegeniiber 
den mit rohem Fleisch gefiitterten Kontrollen bemerkbar. Ferner 
vermochten Zusitze von Casein, wie sie von McCollum zur Ausbalan- 
cierung eventueller Schadigungen lebenswichtiger Eiwei8kérper emp- 
fohlen werden, keine Unterschiede im Gedeihen der Tiere herbei- 
zufiihren, ein Beweis mehr, daB das Fleisch in der von uns gewahlten 
Versuchsanordnung keine wesentlichen Schadigungen erfahren haben 
konnte. 

Hatten die Versuche erwiesen, daB selbst Fleisch bei einstiindigem 
Autoklavieren unter 4 Atm. Dampfdruck ein Gedeihen und die Fort- 
pflanzungsfahigkeit der wachsenden Ratte gewihrleistete, so schien 
die Priifung des Nahrwertes eines Fleisches lohnend, das eingreifenderen 
MaB8nahmen zum Zwecke der Haltbarmachung unterworfen worden war. 

Es kam in Betracht das Corned beef. Von den beiden Wegen zur 
Beurteilung des Nahrwertes des Fleisches als Haupteiweiftraiger in 
der Versuchsnahrung wurde auch dieses Mal die Versuchsanordnung 
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gewahlt, wie wir sie in unserer ersten Arbeit skizziert hatten, daB a! 
nur Fleisch, zum Teil allerdings mit den nétigen Erginzungen gefiittert 
wurde. 


Hier sei erlaubt, kurz zu beschreiben, wie Corned beet hergestellt wi: 
Nach W. Schmidt und A. Siebert soll zur Herstellung von gutem Cor 
beef nur Fleisch von jungen, gut genahrten, nicht zu fetten Ochsen ode 
Rindern verwandt werden. Das entbeinte Fleisch wird von groben Sehne) 
und Fetteilen befreit, in Streifen geschnitten und mit Salz, Salpeter und 
Rohrzucker tiichtig eingerieben. Alsdann wird es in ein FaB gepackt 
welches mit einem Deckel beschwert in einem etwa 12° R warmen Ke! 
untergestellt wird. Nach einer Pékelung von 8 bis 9 Tagen wird das Fleis«! 
unter Zusatz von frischen Sehnen und Schwarten, Gewiirz-Pfefferkérner 
und Lorbeerblittern in médglichst wenig Wasser ziehend weich gekoclit 
Das aus der Briithe genommene Fleisch wird in entsprechende Dosen tes 
eingedriickt und mit méglichst wenig inzwischen eingeengter Briihe iibe: 
gossen. Die Dosen werden alsdann verschlossen, 2 Stunden im Autoklayve: 
bei 94° R oder im kochenden, aufwallenden Kessel 3 Stunden gekoclit 


Es war durch den Fiitterungsversuch an wachsenden Ratten 2. 
erweisen, inwieweit das so bereitete Corned beef in seinem Nahrwert 
vollwertig oder geschadigt ist. Um den bekannten Mangeln der ein- 
seitigen Fleischfiitterung von Anbeginn an zu begegnen, wurde allen 
Tieren gleichmabig 3°, Salagemisch nach McCollum und Davis zu 
gegeben. Da es aber trotz der Zugabe des Salzgemisches méglich g 


" 
wesen wire, daB das Corned beef noch zu wenig Mineralsalze fiir div 
junge wachsende Ratte enthielt, entschlossen wir uns, auBer dem Salz- 
gemisch noch Kalk in Gestalt von kohlensaurem Kalk als Zusatz zu 
verabreichen. Ebenso sollte sich zeigen, ob trotz des ziemlich intensiven 
Konservierungsprozesses des Corned beefs die Vitaminversorgung de: 
Tiere hinreichend gesichert war. Eine gewisse Gewahr fiir eine solcl. 
ausreichende Vitaminversorgung bot das reichlich vorhandene Fett 

Es ergab sich demnach folgende Versuchsanordnung : 

1. Gruppe: Corned beef + Salzgemisch, 

2. Gruppe: Corned beef + Salz + Vitamin, 

3. Gruppe: Corned beef + Salz + CaCO,, 

4. Gruppe: Corned beef + Salz + CaCO, + Vitamin. 

Bei den Versuchen wurde Corned beet (Exeter Brand) verwandt 
Die Biichsen wurden jeweilig frisch geéffnet und sofort der Verarbeitung 
zugefiihrt. Reste wurden anderweitig verbraucht, auf keinen Fall aber 
fiir spaitere Verwendung zuriickgestellt. Das Corned beef wurde durch «i 
Wolf gedreht und vier gleiche Portionen in EinzelgefaBe abgewogen, 711 
jedem Quantum wurden 3°, Salzgemisch nach McCollum und Da: 
gegeben. 


Der zweiten Portion wurde als Vitaminzugabe pro Tag und Tier 0,1! 2 
Lebertran und 0,3 g¢ Trockenhefe zugefiihrt; die dritte Portion erhi 
als Zusatz 1°, kohlensauren Kalk, wahrend die vierte sowohl diesen w 
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las Vitamingemisch als Zusatz bekam. Die Portionen wurden alsdann 
geniigend durchgemischt und zum Gebrauch bereitgestellt. 

Den Tieren wurde taglich zur selben Zeit die Versuchsnahrung zu- 
vewogen, und zwar erhielten siimtliche Ratten die gleiche Menge aus ihrer 
Versuchsportion. In den ersten 3 Wochen steigerte sich diese Menge von 
anfanglich 5 g auf 10 g pro Tier und Tag. Nach der dritten Versuchswoche 
wurde die zugeteilte Ration von der ersten und dritten Gruppe nicht mehr 
vollstindig aufgefressen. Die Appetitlosigkeit dieser Tiere wechselte zwar 
in ihrer Intensitat, war aber unverkennbar. Mit Riicksicht auf die anderen, 
besseren Appetit entwickelnden Tiere wurde dennoch von Zeit zu Zeit 
die Tagesration erhéht. Wir entschlossen uns jedesmal erst dann hierzu, 
sobald mehrere Tiere einer Versuchsgruppe Gewichtsstillstand oder -abnahme 
aufwiesen. 

Die Versuchstiere waren weiBe Ratten, die von einer auswiartigen 
Zucht bezogen wurden. Sie waren bei Versuchsbeginn etwa 4 Wochen alt, 
iuBerlich gesund. Die etwas schwereren Tiere konnten gleichmaBig auf die 
Versuchsgruppen verteilt werden, so daB jede Gruppe je ein Tier davon 
erhielt. Jedes Tier befand sich in einem Glaskafig, der mit einem weit- 
maschigen Drahteinsatz als Boden ausgestattet war, so daB die Fizes 
hindurchfallen konnten. Der Kafig enthielt TrinkgefiB, Futternapf und 
Liegeschale, er war mit einem Drahtdeckel verschlossen. Die Tiere wurden 
zweimal wéchentlich zur selben Tageszeit vor der Futterausteilung gewogen 
und das Gewicht in Kurven eingetragen. 

Die Versuche wurden 190 Tage durchgefiihrt. Am 149. Tage wurden 
die Tiere gepaart. Wir halten es fiir richtig, fiir diesen Tag unsere eigent- 
lichen Versuchsergebnisse zu errechnen, da wahrend der Paarung einige 
Tiere unregelmaBig, andere besser als zuvor zunahmen; nach der Paarung 
aber eine besonders starke Gewichtszunahme dort erfolgte, wo das Weibchen 
mit Erfolg belegt war. 

Es mu erwaihnt werden, da’ einige Tiere wahrend des Versuchs 
eingingen : 


ein Tier aus Gruppe 1 verendete am 51. Versuchstag 


9 "9 
” > ” ” — ” %* dame o° 
9° ’” s* ’° 3 .? ? ] 14. 
” ” . ” 4 ” . v0. 


Die Tiere simtlicher Gruppen entwickelten sich sonst ohne duBerlich 
sichtbare Stérungen. Wichtig ist die Feststellung, daB typische Avitaminose- 
erscheinungen in keinem Falle beobachtet werden konnten. Wohl war zu 
bemerken, daB die mit Hefe-Lebertranzusatz gefiitterten ein glatteres 
Fell hatten als die Tiere der iibrigen Gruppen. Letztere waren auch in 
ihrem ganzen Verhalten besonders gegen Ende des Versuchs weniger 
munter als jene. 

Um nicht zu ausfiihrlich zu werden, sind von jeder Gruppe nur die 
Kurven des Durchschnittsgewichtes aufgezeichnet worden. Als Stich- 
tage sind jedesmal der 1., 30., 61., 89., 121. und 149. Tag gewahlt. 


Das Ergebnis zeigt Abb. 1. 


Der Versuchsverlauf laBt, nach den Wachstumskurven und dem 
Allgemeinbefinden der Tiere beurteilt, zunachst den SchluB zu, dab 
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Corned beef allein auch dann keine vollwertige Nahrung ist (Kurve }), 
wenn es durch ein an sich den Bedarf der Tiere qualitativ deckendes 
Salzgemisch erginzt wird. Auch eine Ergdnzung durch Kalk vermag dus 
Defizit nicht auszugleichen (Kurve 3), eine Zugabe von Vitaminen verbessert 
hingegen das Wachstum der Tiere erheblich und scheint eine ungestért: 
Entwicklung der wachsenden Ratte zu gewiihrleisten (Kurve 2 und 4). 





.) 
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Betrachtet man die vier Kurven nebeneinander, so fallt auf, dal 
die gréBte Gewichtszunahme die Tiere der Gruppe 2, d. h. also die mit 
Corned beef + Vitaminzulage gefiitterten, haben. Wahrend der letzten 
Fitterungsperiode vom 121. bis 149. Tage haben sie aber ihre konstante 
Gewichtszunahme nicht beibehalten, wie die deutliche voriibergehende 
Abflachung der Kurve erweist. Auch nach der Paarung nahmen sie 
nur noch zégernd und unregelmaBig zu. 

Ihnen am nachsten kommen die Tiere der Gruppe 4, die auBer der 
Vitaminzulage noch CaCO, erhielten. Die Tiere dieser Gruppe bleiben 
nur um ein weniges hinter den eben genannten zuriick. Ihre Gewichts- 
kurve verliuft sogar im Gegensatz zu der vorigen Gruppe stetig aufwarts 
ohne die eben angedeutete Abflachung. Wir werden spiter sehen, dal! 
aus dieser Gruppe der einzige Wurf erfolgte. Sie muB als die Versuchis- 
gruppe gelten, welche sich am giinstigsten entwickelt hat. 

Die beiden nachsten Gruppen 1 und 3 weisen ein bedeutend 
schlechteres Wachstum auf. Die Gewichtskurve der Gruppe 1 verliuft 
unregelmaBig und steht in ihrem Endgewicht den obigen um ein Be- 
trachtliches nach. Die Tiere der Gruppe 3 entwickeln sich in der ersten 
Zeit gleich denen von 2 und 4 sehr gut, vom 90. Tage an erleiden sie 
aber einen Riickschlag und haben am Ende der Versuchsperiode ein 
so geringes Gewicht, wie keine der iibrigen Gruppen. 
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Wir erwahnten schon in der ersten Arbeit tiber den Nahrwert reiner 
Fleischkost, daB wir den Ausfall der Wachstumskurven nicht als allein 
ausschlaggebend fiir die Beurteilung der Ergebnisse der Versuche an- 
sehen wollen; wir betonten, daB durch die Berechnung der Nahrungs- 
menge, die von den einzelnen Tieren zum Aufbau von | g Kérpergewicht 
verwendet wurde, eine prazisere Beurteilung des Wachstums méglich 
ware. In der Tabelle haben wir die fiir jedes Tier wihrend des ganzen 
Versuchs gewonnenen Zahlen zusammengestellt. Im letzten Tabellen- 
stab ist fiir jedes Tier der Nahrungsverbrauch pro 1 g Kérpergewichts- 
zunahme errechnet. Als Stichtag ist wiederum der 149. Versuchstag 
gewahlt. 

Betrachten wir zunachst die Zahlen fiir die Einzeltiere aller Gruppen, 
so miissen wir feststellen, daB die Nahrungsausnutzung oft sogar inner- 
halb einer Gruppe eine sehr verschiedene gewesen ist, ohne daf hierfiir 
Geschlechtsunterschiede maBgebend gewesen zu sein scheinen. Um 
ein einheitlicheres Bild zu erhalten, haben wir die Durchschnittswerte 
fiir die einzelnen Gruppen errechnet. 


Ein Vergleich derselben untereinander la8t erkennen, daB die mit 
Corned beef und Vitaminzulage gefiitterte Gruppe das beste Resultat 
erzielt hat, indem sie zum Aufbau von | g Kérpergewicht eine Nahrungs- 
menge von 13,9g verbrauchte. Ein fast gleich gutes Ergebnis weist 
die Corned beef + Vitamin + Kalkgruppe auf, die entsprechend 14,5 g 
verbrauchte. In weitem Abstand folgt die Gruppe mit Corned beef 
ohne Zusatz, da sie schon 19,4 g benétigte. Am schlechtesten aber hat 
sich die Corned beef +- Kalkgruppe entwickelt, indem sie fiir 1 g Kérper- 
gewichtszunahme 26,2 g Futter nétig hatte. 

Eine zweite Méglichkeit, die Entwicklung der Tiere im Verhéltnis 
zu ihrer gefressenen Nahrungsmenge zu beurteilen, liegt in der An- 
wendung des Feerschen Zuwachsquotienten ; nach Feer wird als Zuwachs- 
quotient bezeichnet die Zunahme, welche 1 kg Kérpersubstanz auf | kg 
Nahrungszufuhr in einer gegebenen Zeit erfahrt. 

Betrachten wir unter Errechnung des Zuwachsquotienten unsere 
Versuche. Wir haben in Anpassung an die Gewichtsverhiltnisse der 
Ratten und der von ihnen aufgenommenen Nahrungsmengen den 
Zuwachsquotienten als die Zunahme berechnet, die 100 g Kérpersubstanz 
auf 100g Nahrungszufuhr in der Versuchszeit erfaihrt. Als Stichtag 
ist wiederum der 149. Versuchstag gewahlt. 

Das Ergebnis zeigt der Tabellenstab 5. Die Resultate sind analog 
denen, die wir soeben besprochen haben. 

Es blieb die Frage zu klaren, ob trotz der relativ guten Entwicklung 
die Ernahrung der Tiere der Gruppe 2 und 4 auch nach jeder Richtung 
hin eine vollwertige war. Andererseits brauchten die schlechter sich 
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entwickelnden Tiere in ihrer Gesundheit noch nicht ernstlich geschadi. 


zu sein, nur weil sie quantitativ hinter den iibrigen zuriickgebliehe, 





waren. 
In 149 Tagen Nahrungs 
. : ine — en =o ea ——— a “a = prog 
‘ersuchs- atte verbrauchte , angs- et orpe 
nahrung Nahrungs- sl Zuwachs- Brees @ gewicht gew hts 
menge quotient zunahm: 
Nr. g g g g g 
Corned beef 1 1748 100 9,52 60 160 17,5 
29. 1497 59 | 691 roo) 57 | 116 | 254 io, 
pet wae 12,0t oF OF mg 19.4 
49 1550 90 16,57 35 125 17,2 
5Q 1504 87 15,21 38 125 | 17.8 
Corned beef |) 6 o 1744 151 16,98 54 205 11,6 
+Vitemin 79 1744 | 105 1204 61. 50 155 16.6 49, 
8 o 1723 188 | 1821 ~"" 44 182 saa 
9 Q 1744 119 17,50 39 158 14,7 
Corned beef 12 o* 1485 35 4.53 52 87 42.4 
+CaCOs; /13 2 1729 | 90 .11,56 193g 45 185 | 19.2 op, 
14 o  ~=—-:1599 66 11,79 °°" 385 | 101 as 
15 o 1526 80 13,44 39 119 19,1 
Corned beef | 16 o 1744 113 =10,22 64 177 15.4 
E+ Vitamin 18 o 1727 | 127 18,38 15,90 40 167 13,6 14,5 
+ CaCOgz 19 Q 1744 120 19,11 36 156 14,5 


dine eindeutige Klarung muBte der Fortpflanzungsversuch bringen. 

Vom 149. Versuchstage an wurden die Tiere so gepaart, dab die 
Mannchen jeder Gruppe mit den entsprechenden Weibchen jedesma! 
fiir 10 Tage und Nachte in einen gemeinsamen Kafig zuzweit gebracht 
wurden. Wir beobachteten, daB fast alle Tiere, Mannchen wie Weibchen 
mit wenigen Ausnahmen, besser an Gewicht zunahmen wahrend der 
Paarungszeit, besonders in den vorher schlechter gediehenen Gruppen 
Trotzdem aber kam es bei den Weibchen zu keiner Trachtigkeit. Nw 
das Weibchen Nr. 19 der mit Corned beef + Vitamin + Kalk ge- 
fiitterten Gruppe wurde tragend und hat geworfen. Allerdings wurde 
auch dieser Wurf zum Teil zerstért, so daB von 11 Jungen nur 5 auf- 
wuchsen. 

Es scheint also, daB die Erginzungen in der Nahrung immer noch: 
nicht ausreichend gewesen sind, so daB es, von einer einzigen Ausnahme 
abgesehen, zu einer Fortpflanzung der Tiere nicht kam. Die Tatsache 
aber, daB auch dieses Muttertier fast die Halfte seiner Jungen auffra! 
spricht ebenfalls fiir eine offenbar qualitative Unterernahrung des Tieres 
Damit ware aber eine Méglichkeit der Erklarung gegeben, weshalb di 
beiden Weibchen der Gruppe Corned beef + Vitamin steril blieben 
Wir hatten erwartet, daB auch die Tiere dieser Gruppe zur Fortpflanzung 
kommen wiirden. Einen Hinweis auf das Versagen diirfte schon 
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der quantitativen Schadigung zu suchen sein, wie sie sich in der Ab- 
flachung der Kurve 2 ausdriickt. Trotz der im ganzen sonst guten Ent- 
wicklung scheint die Gruppe 2 eben nicht frei von Schadigungen ge- 
blieben zu sein, die bei weiterer Fortfiihrung des Versuches sich wahr- 
scheinlich auch noch am Verlauf der Gewichtskurve eindeutig aus- 
gepragt hatten. Eine optimale Ernahrung ist danach bei der von uns 
vorgenommenen Erginzung des Corned beef mit Mineralstoffen und 
Vitaminzulage noch nicht méglich gewesen, wenn auch aus den Ver- 
suchen hervorgeht, daB die Vitaminzulage gerade fiir die Corned beef- 
Ernahrung von grober Wichtigkeit gewesen ist. 


Zusammenfassung. 

Es wird berichtet tiber einen Fiitterungsversuch mit amerikanischem 
Corned beef an jungen, wachsenden Albinoratten. Das Corned beef 
wurde durch Mineralsalze erginzt. Der Versuch erstreckte sich iiber 
19) Tage und hatte folgende Ergebnisse: 

1. Das beste Wachstum zeigen die Tiere, welche mit Corned beef 

Mineralgemisch und einer Zulage von Lebertran und Hefe gefiittert 
wurden. 

2. Es folgen unmittelbar diejenigen, welche Corned beef mit der 
gleichen Zulage und kohlensaurem Kalk erhielten. 

3. Weit weniger gut entwickelten sich die mit Corned beef ohne 
Zusatz gefiitterten Tiere. 

4. Am schlechtesten schnitten ab die mit Corned beef und Kalk 
gefiitterten Ratten. 

5. Zur Fortpflanzung kamen nur die unter 2. genannten Tiere. 
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Untersuchungen iiber die Spaltung von Eiweibkérpern 
unter Druck. 


Von 
Kurt Cronheim. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des stadtischen Krankenhauses am 
Urban in Berlin.) 


(Eingegangen am 9. April 1930.) 


Uber die Analyse der Eiwei8kérper besteht eine weitlaufige Literatur. 
deren Inhalt an dieser Stelle, wenigstens was die Hauptziige anbetrifft, 
als bekannt vorausgesetzt werden darf. Es handelt sich im wesentlichen 
hierbei um zwei Wege. Wahrend in den ersten Zeiten der physiologischen 
Chemie die quantitative Bestimmung der EiweiSstoffe sich auf die 
Bestimmung der Elementarformeln beschrankte, war es das Ziel weiterer 
Forschungen, zwecks Kenntnis des strukturellen Aufbaues die einzelnen 
im EiweiBmolekiil vorhandenen Aminosduren freizusetzen und quanti- 
tativ zu bestimmen, eine Arbeit, die bisher jedoch in keinem Falle zu 
einer restlosen Aufklirung gefiihrt hat. Eine weitere Forschungs- 
richtung suchte die héheren, aus mehreren Aminosiuren zusammen- 
gesetzten Komplexe z.1 isolieren, doch stehen wir auch hier noch ganz 
am Anfang. Diese Forschungsrichtung schien aus dem Grunde die 
Hoffnung auf eine griindlichere Kenntnis zu geben, weil es auf der 
anderen Seite Fischer mit seinen Schiilern gelungen war, aus einzelnen 
Aminosauren solche Polypeptide zu synthetisieren. SchlieBlich ist 
von einigen Autoren, z.B. Krawkow!, E. P. Pick®, Buchtala® und 
anderen, unternommen worden, gewisse Fraktionen des Stickstoffs zu 
bestimmen, um so einen Einblick in das Gefiige des EiweiBaufbaues 
zu gewinnen. 

Unsere Versuche nahern sich dem letzteren Gesichtspunkt. Es lag 
uns aus Griinden, deren Erérterung hier zu weit fiihren wiirde, daran, 





1 
2 


N. P. Krawkow, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 40, 195, 1898. 
E. P. Pick, Zeitschr. f. physiol. Chem. 28, 219, 1897; Hofmeisters 
Beitr. 1902, S. 481. 

3 Buchtala, Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 55, 1912; 85, 241, 335, 1913 
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festzustellen, wieweit Saurehydrolysen, welche unter erhéhtem Druck 
vorgenommen werden, das EiweiBmolekiil aufspalten, ob man die 
Hydrolyse unter solchen Verhaltnissen nach Wunsch leiten kann, und 
schlieBlich, inwieweit bei sonst gleichen Bedingungen eine Druck- 
erhéhung zu tieferen Spaltprodukten fiihrt. Es lag uns nicht daran, 
die Abbauprodukte zu isolieren und genau zu definieren, sondern wir 
wollten an einigen groBen Gruppen den Erfolg der Hydrolyse verfolgen. 
Fiir den von uns gewiinschten Einblick schien es ausreichend, neben 
dem Gesamtstickstoff und dem unkoagulierbaren Stickstoff (Rest- 
stickstoff) einen bestimmten Teil des Reststickstoffs zu bestimmen, 
namlich den Aminostickstoff, also den Stickstoff der freien Amino- 
siuren und des sonstigen N H,-Stickstoffs; von der letzteren Fraktion 
zweigten wir noch dadurch einen gewissen Teil ab, dab wir mit Permutit 
die freien NH,-Gruppen herausnahmen und den Stickstoff im Rest 
bestimmten. 

Als Material verwandten wir in allen Fallen Rinderblutfibrin der 
Firma Merck. Die Analysen wurden nach den im Institut tiblichen 
Mikromethoden, die Bestimmung des Stickstoffs und des Reststickstoffs 
nach der Kjeldahlmethode, die Bestimmung des Aminostickstoffs nach 
der kolorimetrischen Methode von Folin mit Naphthochinonsulfosaure 
ausgefiihrt. 

Im einzelnen gingen wir folgendermaBen vor: 

Wir versetzten eine bestimmte Menge Rinderfibrin mit einer 
gemessenen Menge der zu allen Hydrolysen verwandten Phosphorsaure, 
und zwar wurde in der ersten Versuchsreihe 2,00 g Rinderfibrin mit 
2cem 3/2 n H,PO,, in der zweiten Versuchsreihe dieselbe Menge 
Rinderfibrin mit 20ccm 3 n H,PO, versetzt. Die in einem groben 
Jenaer Reagenzglas befindliche Mischung wurde mit Zinnfolie bedeckt, 
in den Autoklaven gesetzt und dort bei einem bestimmten Druck 
(2,4, 8 Atm.) eine bestimmte Zeit (30, 60, 90, 120 Minuten und linger) 
belassen. Nach dieser Zeit wurden die Réhrchen herausgenommen, 
der Inhalt in einen MeBkolben iiberfiihrt und auf 50 ccm aufgefiillt. 
Zur Bestimmung des inkoagulablen Stickstoffs wurde 1 ccm der 
auf das Zehnfache verdiinnten Lésung mit l10ccm einer 10° igen 
Lésung von Natriumwolframat und 10 ccm einer 20°, igen Trichlor- 
essigsiurelésung enteiweiBt und in einem aliquoten Teile des Filtrats 
die Stickstoffbestimmung ausgefiihrt. Vor der EnteiweiBung war die 
Hydrolysenlésung mit Normalnatronlauge gegen Lackmus neutralisiert 
worden. Zur Bestimmung des Aminostickstoffs wurden 6 ccm der 
sechsfach verdiinnten Hydrolysenlésung mit 2ccm Wolframat und 
2cem 2/3 n Schwefelsiure enteiweiBt. Ein anderer ebenso verdiinnter 
Teil der Fliissigkeit wurde vor der EnteiweiBung mit Permutit durch- 
geschiittelt. 
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Die Tabellen enthalten simtliche bei den Versuchen erhalteney 
Resultate. Tabelle I gibt, in Prozenten des Ausgangsmaterials aus. 
gedriickt, die mit 3n H, PO, erhaltenen Zahlen, Tabelle II die Werte 
bei Anwendung von 1!., n H, PO,. Es wurde in jedem Falle die Spaltuny 
bei 8, 4 und 2 Atm. ausgefiihrt; die Zeiten waren je nach dem Druck 
verschieden; wahrend bei 8 Atm. 30 bis 120 Minuten hydrolysiert 
wurde, betrugen die angewandten Zeiten bei 4 Atm. 60 bis 240 Minute: 
bei 2 Atm. 120 bis 480 Minuten, weil bei héherem Druck eine héhere 
Spaltung zu erwarten war. Das Produkt aus Atmospharendruck 
und Zeit bildete fiir die Versuche jeder Reihe eine Konstante, dic 
fiir den ersten Versuch einer Serie 240, fiir den zweiten Versuch 
480, fiir den dritten Versuch 720 und fiir den vierten Versuch 960) 
betrug. Es muB von vornherein festgestellt werden, daB das Produkt 
Zeit mal Druck in unseren Versuchen, wenigstens fiir den Erfolg, nicht 
entscheidend war, und da der EinfluB der Zeit hinter dem des Druckes 
erheblich zuriicktrat. Eine GesetzmaBigkeit aufzustellen, lag nicht im 
Plane der Arbeit, es soll hierauf spaiter zuriickgekommen werden. 

Im ganzen ergibt sich aus den Tabellen folgendes: Die Menge des 
gesamten inkoagulablen Stickstoffs ist unter sonst gleichen Verhalt- 
nissen, wie nicht anders zu erwarten war, bei Anwendung der starkeren 
Saure gréBer. Wie Tabelle III zeigt, werden bei 3 n H,PO, und 8 Atm 
in 120 Minuten 93°,, des EiweiBes zu nicht koagulablen EiweiBabbau- 


produkten aufgespalten, bei 4 Atm. in derselben Zeit nur 52,5°,, bei 
2 Atm. nur 22,5°,. Bei der schwacheren Saurekor zentration (vel. 
Tabelle IV) sind die entsprechenden Werte 88,4, 37,5 und 10,6"... Die 


Unterschiede fiir verschiedene Siurekonzentrationen werden um so 
groBer, je geringer der angewandte Druck ist. 

Der weitere Abbau des augenscheinlich zunachst zu groben Teil- 
stiicken zerschlagenen Eiweibes zu niedrigeren Spaltprodukten vollzieht 
sich in etwas abweichender Art. Das ergibt sich sowohl aus den 
Tabellen III und IV, wie besonders aus den Tabellen V und VI, in 
welchen angegeben ist, wie sich die Menge der niederen Spaltstiicke 
zur Menge des inkoagulablen Stickstoffs verhalt. Es zeigt sich, dai 
die Menge der Abbauprodukte relativ zur Menge des Gesamtreststick- 
stoffs bei niederen Drucken, besonders bei kurzer Einwirkung, deutlich 
hdher wird; es ist also unter diesen Bedingungen zwar der Gesamtabbau 
zu nicht koagulierbaren Substanzen verringert, die Aufspaltung zu 
den niederen Spaltprodukten ist aber relativ gesteigert. Nach 
120 Minuten ist bei 3n Phosphorsiure (Tabelle V) der Aminostickstoff 
bei 8 Atm. Druck 37,8°., bei 4 Atm. 39,0°,, bei 2 Atm. 74,6°,, des 
Gesamtreststickstoffs ; fiir 1!., n Phosphorsiure sind die entsprechenden 
Zahlen 40,2, 43,3 und 81,0°,,. Freilich geht bei langerer Einwirkung uni 
dementsprechender Erhéhung des gesamten inkoagulablen Stickstof!s 
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die relative Menge des Aminostickstoffs zuriick, unterschreitet aber 
nicht oder héchstens ganz wenig die bei hohem Atmospharendruck 
erreichten prozentualen Werte. 

Was schlieBlich den zu tiefsten Stufen abgebauten Stickstoff 
betrifft, der durch Permutit der Hydrolysenlésung entzogen werden 
kann und wahrscheinlich, wenigstens im wesentlichen, Ammoniak- 
stickstoff darstellt, so sind die dafiir erhaltenen Zahlen nicht recht 
durchsichtig, besonders im Verhaltnis zum gesamten Reststickstoff. 
Hier scheint im Gegensatz zu den anderen Komponenten die Saure- 
konzentration eine sehr wesentliche Rolle zu spielen, indem bei hohem 
Druck zwar durchgreifende Unterschiede nicht zu bestehen scheinen, 
wihrend bei niedrigem Druck bei schwacherer Saure der Abbau viel 
weniger weit zu gehen scheint als bei starker Saurekonzentration. 

Es ergibt sich also aus den Versuchen, daB man durch Einwirkung 
einerseits einer bestimmten Saurekonzentration, andererseits gewisser 


Variationen von Druck bzw. Temperatur den Abbau von Eiweib- 
stoffen gesetzmaBig beeinflussen kann und daB hierbei der Druck, 
also die angewandte Temperatur, die wichtigste Rolle spielt. 














Zur Frage der Herkunft des Ergosterins im Organismus. 


Von 
H. Beumer und F. Hepner. 


(Aus der Universitats-Kinderklinik, Géttingen.) 


(Eingegangen am 9. April 1930.) 


Das Fehlen von D-Vitamin in den meisten Nahrungsmitteln mit 
Ausnahme von Ei und Fischen, vor allem sein nur spurweises Vor. 
kommen in der Milch, die als ausschlieBliche Ernahrung gerade fiir die 
hinsichtlich des D-Vitaminbedarfs anspruchsvollste Lebensperiode des 
Sauglingsalters in Betracht kommt, offenbart den Plan der Natur, div 
Aktivierung des Provitamins zum D-Vitamin durch das Licht sich in 
der Hauptsache im Korper selbst bzw. in der Haut vollziehen zu lassen. 
Die fiir dieses Vorhaben notwendige Voraussetzung ist daher neben 
dem Licht ein ausreichender in Haut und eventuell Blut den Strahlen 
zuganglicher Vorrat von Ergosterin. Nach den bisherigen therapeuti- 
schen Erfahrungen mit der Héhensonne ist anscheinend diese Voraus- 
setzung immer erfiillt. Dagegen ist es noch eine offene Frage, wo das 
Ergosterin des Organismus herstammt und wie seine quantitativen 
Verhaltnisse sich unter den verschiedenen alimentaéren Bedingungen 
gestalten. 

Vom D-Faktor wissen wir, daB er vom Organismus in beliebig 
groBer Menge, selbst bis zur Vernichtung der vitalen Funktion, resorbiert 
wird. Es war daher zunachst sehr naheliegend, ahnliche giinstige 
Resorptionsbedingungen auch fiir das Provitamin der Nahrung anzu- 
nehmen und mit der Méglichkeit zu rechnen, durch eine ergosterinreic hie 
Nahrung, wie es beispielsweise die Hefe ist, den Organismus mit Pro- 
vitamin anzureichern. In dieser Richtung wurden von uns bereits 
friihzeitig! Versuche unternommen, die aber sofort den fundamentalen 
Unterschied in den Resorptionsverhaltnissen von D-Vitamin und 


1 Beumer, Monatsschr. f. Kinderheilkde. 38, 1928. 
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(olesterin einerseits und Ergosterin andererseits aufdeckten. Wahrend 
sich mit dem verwandten Cholesterin bekanntlich bei Herbivoren sehr 
leicht eine Cholesterinstapelung erzielen lat, gelang uns das auch bei 
reichlicher Ergosterinzufuhr nicht. Infolgedessen spitzte sich das 
Problem im Laufe der Untersuchungen auf die Frage zu, ob iiberhaupt 
von dem in jeder Nahrung enthaltenen Ergosterin etwas resorbiert 
wird oder das Ergosterin vom Organismus synthetisch aufgebaut 
wird. Da man die letztere Frage wegen der Schwierigkeiten, die dem 
quantitativen Nachweis der minimalen Ergosterinmengen entgegen- 
stehen, kaum je auf dem Wege einer ergosterinfreien Ernaihrung wird 
ljisen kénnen, muBte der in den folgenden Untersuchungen mitgeteilte 
Weg der Ergosterinfiitterung zur Aufklirung dieses Problems gewahlt 
werden. 

Es wurden zuniachst Ratten und Meerschweinchen, spiter Mause 
mit gréBeren Ergosterinmengen gefiittert. Zur Verbesserung der 
‘\esorptionsbedingungen gingen wir auf drei verschiedenen Wegen 
vor, indem neben dem in Ol gelésten Ergosterin in einer zweiten Ver- 
suchsgruppe das Ergosterin mit Cholesterin zusammengeschmolzen 
und dann erst in Ol gelést, in einer dritten Versuchsgruppe noch Chol- 
siure zugefiigt wurde, weil die Cholsiure nach den Untersuchungen 
von Schénheimer, die wir bestatigen kénnen, die Resorption von Chole- 
sterin giinstiger gestaltet. In allen Fallen wurden die Zusatze mit 
so viel Zwiebackmehl verfiittert, daB das Nahrungsgemisch von den 
Tieren gern gefressen und gut vertragen wurde. 


Zur Untersuchung auf Ergosterin lassen sich drei Methoden an- 
wenden, die chemische, die spektroskopische und die biologische. 


Der chemische Nachweis basiert auf der Eigenschaft des Ergosterins, 
durch Ultraviolettbestrahlung seine Digitoninfallbarkeit zu verlieren. 
Das Extrakt der Tiere wurde zu diesem Zwecke in zwei gleiche Teile 
geteilt, von denen der eine in Benzol gelést 2 Stunden mit Héhensonne 
unter Stickstoffatmosphare bestrahlt wurde. Aus der Differenz der 
Digitoninfallungen beider Extrakte lieB sich alsdann ihr Gehalt an 
Ergosterin leicht berechnen. NaturgemaB ist diese Methode nur unter 
Bedingungen anwendbar, bei denen es sich um relativ groBe Ergosterin- 
mengen handelt, wie sie unter natiirlichen Verhaltnissen nicht vor- 
kommen. Sie hat noch einen weiteren Nachteil, der darin gelegen ist, 
daB ganz einwandfreie Resultate nur unter peinlichster Ausschaltung 
jeglichen Sauerstoffs bei der Bestrahlung zustandekommen, was nur 
unter Anwendung komplizierter Verfahren mdglich ist, die uns nicht 
zur Verfiigung standen. Bei einfacher Bestrahlung der Cholesterin- 
Benzollésungen in durch Pyrogallol geleiteten Stickstoff ergeben sich 
Digitonincholesterindifferenzen, die nicht nur auf Ergosterin bezogen 
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werden diirfen, sondern durch Oxydation des Cholesterins hervor. 
gerufen werden. Diese Verluste sind aber gering, einigermaBen konstant 
und lassen sich daher bei der Berechnung beriicksichtigen. 


Mittels dieser Methode konnten wir, wie aus den unten angefiihrte) 
Protokollen hervorgeht, den Nachweis fiihren, daB bei keiner der drei 
erwahnten Fiitterungsmethoden trotz reichlicher Ergosterinzufuhr meBbar: 
Ergosterinmengen zur Resorption gelangt waren. Bei den mit Cholesteri; 
kombinierten Ergosterinfiitterungen war zwar ein Fiinftel des verfiittertey 
Cholesterins, von dem Ergosterin aber sicher weniger als "/s9. der ver- 
fiitterten Menge resorbiert worden. 


Im Stuhl der Tiere lieBen sich mittels der Differenzmethode 


sehr reichliche Mengen unresorbierten Ergosterins nachweisen, aller. 
dings konnten wir das verfiitterte Ergosterin bei weitem nicht 
quantitativ wiedergewinnen, was mdéglicherweise auf Verluste bein 
Sammeln des Stuhles oder auf Verderbnis des Ergosterins zuriick- 
gefiihrt werden muB. 


Die angewandte Methode war immerhin nicht fein genug, um die 
Resorption kleinster Mengen ausschlieBen zu kénnen. Hierfiir erschien 
uns das biologische Verfahren auch gegeniiber dem spektrophoto- 
metrischen als das weitaus genaueste, das darin bestand, den Extrakt 
der mit Ergosterin gefiitterten Tiere durch Bestrahlung zu aktivieren 
und ihren Gehalt an D-Vitamin dann im Rattenrachitisversuch aus- 
zutitrieren. Die Mause wurden am Ende der Fiitterungsmethode in 
Ather sorgfaltig gebadet, um jede Spur anhaftenden Ergosterins von 
Futter her zu beseitigen, ebenso sorgfaltig der gesamte Darmtraktus 
entfernt, darauf die zerkleinerten Tiere mit KOH verseift usw. und dic 
bestrahlten Extrakte schlieBlich in einer bestimmten Menge Oliveni! 
gelést. Selbstverstindlich muBte dabei beriicksichtigt werden, dati 
die Maus an sich bereits titber aktivierbares Ergosterin verfiigt, dessen 
Menge allerdings so gering ist, daB sie, wenn sich die Quantititen 
resorbierten Ergosterins auch nur auf Milligrammbetrage beliefen, bei 
den gewahliten Extraktverdiinnungen vernachlassigt werden konnten. 
Die Extrakte wurden zunachst so verdiinnt, daB sie unter Annahme 
einer Resorption von 1 mg Ergosterin unbedingt noch eine sicher 
antirachitische Wirkung bei den Ratten hiatten entfalten miissen, 
spaiter der ganze Extrakt einer Maus an eine Ratte in 12 Tagen ver- 
fiittert. 


Das Ergebnis dieser vielfach wiederholten Versuche lapt sich dahin 
zusammenfassen, dap niemals eine antirachitische Wirkung mit de 
Extrakten erzielt wurde, und die daraus sich ergebende SchluBfolgerung 
ist, daB bei den Fiitterungen eine Resorption iiber 1 mg Ergosterin sich: 
nicht stattgefunden haben konnte. 
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Wir haben schlieBlich noch Versuche gemacht, um die untere 
Grenze zu bestimmen, bis zu der allenfalls doch eine Ergosterin- 
resorption nachweisbar gewesen ware, Versuche, mit denen wir gleich- 
zeitig die Grenzen der Leistungsfahigkeit unseres Verfahrens fest- 
stellen konnten. 


Es ist besonders nach den Untersuchungen von Windaus und 
Rosenheim bekannt, daB direkte Riickschliisse vom Gewicht auf 
biologische Wirksamkeit bei dem bestrahlten Ergosterin nicht erlaubt 
sind. Aus diesem Grunde wird ja auch in der Therapie das D-Vitamin- 
priparat nicht mehr nach dem Ergosteringewicht, sondern nach klini- 
schen Einheiten berechnet. Nach Rosenheim wiirde bei dem von uns 
angewandten Bestrahlungsverfahren mit einer Aktivierung von etwa 
10°,, der vorhandenen Ergosterinmenge zu rechnen sein. 


Um daher ein Urteil iiber die Leistungsfihigkeit zu erhalten, 
wurde eine bestimmte Menge zerkleinerte Maus mit 3 mg unbestrahltem, 
in Ather-Alkohol geléstem Ergosterin innigst vermischt und der aus 
dieser Mischung nach Verseifung gewonnene Extrakt wie oben im 
\attenversuch austitriert. 


Bei diesen Versuchen ergab sich, daB noch eine deutlich anti- 
rachitische Wirkung bei Verwendung von Extraktmengen nachweisbar 
war, die einem Ergosterinzusatz von !/,;,mg pro Maus entsprachen, 
wenigstens trifft dies fiir das von uns gewahlte Verfahren zu, dessen 
Resultate nicht als optimal zu betrachten sind, aber da es sich um 
Vergleichswerte handelt, in ihrer Bedeutung fiir die Streitfrage nicht 
beeintrachtigt werden. In der Menge von !/,, mg lag also die unterste 
Grenze der Nachweismoglichkeit. Bei Ubertragung dieser Ergebnisse 
auf unsere Fiitterungsversuche miiBten daher bei einer Ergosterin- 
zufuhr von 0,3g pro Maus von dieser weniger als 0,0001 g resorbiert 
worden sein. 


Darf man aus dem Ergebnis all dieser Versuche nun den SchlubB 
ziehen, daB das Ergosterin, ahnlich wie es in seinen schénen Arbeiten 
Schénheimer fiir die Phytosterine nachgewiesen hat, nicht aus der 
Nahrung in den Kérper gelangt, sondern von diesem synthetisiert wird ? 
Wir méchten uns zu dieser Frage nur mit der gréBten Zuriickhaltung 
auBern, denn die Méglichkeit, daB noch kleinere Mengen doch resorbiert 
werden und aus solchen bereits der an sich ja sehr geringe Ergosterin- 
bedarf des Organismus gedeckt werden kénnte, bleibt auch nach unseren 
Untersuchungen offen, und diese letzten Unsicherheiten sind wohl 
iiberhaupt nur sehr schwer zu iiberwinden. Besonders folgende Er- 
wigung bereitet der Vorstellung einer ausschlieBlichen Ergosterin- 
synthese seitens des Organismus groBbe Schwierigkeiten. Aus der Vor- 
geschichte der eigentlichen Entdeckung des D-Vitamins durch Hess, 
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Rosenheim und Windaus ist bekannt, wie auBerordentlich schwi 
die Herstellung eines reinen, ganzlich ergosterinfreien Cholesterins 
Man kann es sich daher nur schwer vorstellen, daB diese Trennuny. 
die dem Chemiker solche Schwierigkeiten bereitet, bei der enteral 
Resorption des Cholesterins restlos gelingen und hierbei ein von Ergo 
sterin ginzlich befreites Cholesterin zur Resorption kommen sollte 
Viel gréBer ist die Wahrscheinlichkeit, daB mit dem Cholesterin ach 
das Ergosterin mitgerissen wird, und gerade diese Erwigungen waren 
fiir uns die Veranlassung, bei einem Teil unserer Fiitterungsversuche 
das Ergosterin mit Cholesterin zusammenzuschmelzen, wobei aber 
wie erwahnt, das Ergebnis zunichst auch ein negatives war. Nun ist 
es uns aber in einer letzten Versuchsserie gelungen, bei der Verfiitteruny 
gréperer, mit Ergosterin vermischter Cholesterinmengen eine deutliche 
wenn auch keineswegs starke antirachitische Wirkung zu erzielen, wnd 
gerade der Umstand, daB die antirachitische Wirkung nicht sehr stark 
war, laBt uns vermuten, daB sie nicht mit dem kiinstlich beigemischten 
Ergosterin, sondern mit dem minimalen natiirlichen Ergosteringehalt 
des Cholesterins zusammenhangt. Wir beabsichtigen, die Versuche in 
dieser Richtung noch fortzufiihren. Jmmerhin wire damit der Beweis 
geliefert, daB Ergosterin bei Resorption von Cholesterin, wenn auch nur 
in kleinsten Mengen, mitgerissen wird. 


Somit steht das Problem, ob das Ergosterin des Organismus nu 
ein endogenes oder nur ein exogenes Produkt oder beides ist, vorlaufig 
noch offen und ist mit voller Sicherheit noch nicht zu beantworten. Bis 
zu dieser Entscheidung bleibt auch die Frage, ob die Rachitis eine 
Avitaminose ist oder nicht, ein Streit um Worte. Selbst fiir den Fal! 
daB sie nach der Seite der Nichtavitaminose entschieden werden sollte. 
miuBten wir uns aber gliicklich schatzen, daB die Anhanger der Vitamin- 
theorie mit ihrer Hypothese so auBerordentlich fruchtbare Arbeit 
geleistet haben. 


Zusammenfassung. 


x 


Fiitterungen von Ergosterin allein, Ergosterin + Cholesteri: 
und Ergosterin + Cholsiure an Mause fiihrten nicht zu_ eine! 
im Rachitisrattenversuch nachweisbaren Resorption, die eine! 
Wert von iiber '/,, mg resorbierten Ergosterins pro Maus _ iiber- 
schritten hatte. 

Die Méglichkeit einer spurweisen zur Bedarfsdeckung  aus- 
reichenden Ergosterinresorption aus der Nahrung mu jedoch 21- 
gegeben werden, vor allem ist, wie eine Versuchsserie zeigte, damit 71 
rechnen, daB bei der Resorption von Cholesterin das diesem stets «1- 
haftende Ergosterin mitgerissen wird. 
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Protokolle. 


Chemische Versuche. 


Zwei weiBbe Mause, Gewicht zusammen 55 g, erhalten zusammen 
25g Ergosterin in Schmalz mit Zwiebackmehl innerhalb 6 Tagen, 
werden am siebenten Tag getétet, mit Ather und Wasser griind- 
lich abgewaschen, der Magendarmkanal entfernt. Nach Zerstiicke- 
lung werden die Tiere 2 Stunden in 5°, KOH _ gekocht, dreimal 
24 Stunden mit dreimal gewechseltem Ather ausgeschiittelt, eingeengt, 
2 Stunden mit Natriumalkoholat auf dem siedenden Wasserbade ver- 
seift, neutralisiert, mit Ather ausgeschiittelt, in 96° Alkohol aufge- 
nommen. 

Der Extrakt wird in zwei gleiche Teile geteilt, die erste Halfte 2 Stunden 
in 40 em Abstand von der Héhensonne bestrahlt. 


Unbestrahlte Halfte ergibt 0,0848 g Digitonid 


Bestrahlte ee = 0,0725 g a 
Differenz 0,0123 g Digitonid 


wiirde 0,003 g Ergosterin entsprechen pro 27 g Maus. 
Leerkontrolle hierzu: Drei weiBe Mause, zusammen 55g schwer, 
ungefiittert, in gleicher Weise wie oben aufgearbeitet. 


Unbestrahlite Halfte ergibt 0,0840 g Digitonid 
Bestrahlite = »  0,0746¢ oe 


Differenz 0,0094¢ Digitonid 
wiirde 0,0023 g ,,Ergosterin‘‘ entsprechen pro 27 g Maus. 

Aus obigen Werten laBt sich der Cholesteringehalt pro 10 g Maus auf 
7,6 mg Cholesterin erraitteln. 

Bei dem folgenden biologischen Versuch 5 wurde in ein Drittel des 
Extrakts entsprechend 30g Maus mit Digitonin gefallt, 30g mit 330 mg 
Cholesterin wahrend 12 Tage gefiitterte Maus ergaben 0,322 ¢ Digitonid, 
entsprechend 0,0805 g Cholesterin. 

Nach Fiitterung von 330 mg Cholesterin wihrend 12 Tage an 30 ¢ 
Maus laBt sich der Cholesteringehalt pro 10 g Maus auf 26,8 mg Cholesterin 
ermitteln, also fast das Vierfache des normalen. (Ergosterinnachweis 


vel. Tabelle V.) 


Biologische Versuche. 


Die Versuchsmiiuse wurden nach der entsprechenden Fiitterung bzw. 
der entsprechenden Ergosterinbeimengung wie im zuerst angefiihrten 
Versuch verarbeitet, nur fand die Héhensonnenbestrahlung statt in alkoho- 
lischer Lésung in Benzol unter Stickstoffatmosphare statt. Im Versuch 1 
wurden die Mause getrocknet und ohne vorherige Verseifung im Soxhlet 
dreimal 24 Stunden extrahiert. 

Die Priifung auf antirachitische Wirksamkeit erfolgte im Prophylaxe- 
versuch derart, daB ein Tag nach der ersten Me Collum-Diat die zu priifende 
Substanz 12 bis 15 Tage lang zugegeben wurde. 
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Das Fortschreiten der Sterinhydrierung in den Faeces 
auberhalb des Darms. 


Von 
Georg Bischoff. 
(Aus der Universitats-Kinderklinik in Gé6ttingen.) 


(Eingegangen am 9. April 1930.) 


Seit Windaus die Darstellung des Allocholesterins und dessen 
katalytische Hydrierung mittels Platin und Wasserstoff zu Koprosterin 
gelungen ist, liegt die Méglichkeit einer Reduktion dieses neuen Sterins 
durch Faulnis in vitro nahe und man méchte annehmen, daB im Orga- 
nismus die Bildung des Koprosterins tiberhaupt auf dem Umweg iiber 
das Allocholesterin erfolge. 

Versuche, die von uns auf Grund dieser Uberlegungen angestellt 
wurden, sind kiirzlich mitgeteilt! worden. Es ist nicht gelungen, an 
Allocholesterin unter Faulnisbedingungen in vitro auch nur eine ge- 
ringe teilweise Hydrierung herbeizufiihren. 

Der langst bekannten Tatsache, daB es unmdéglich ist, Cholesterin 
auBerhalb des Darmes zu reduzieren, schlieBt sich demnach die Fest- 
stellung an, daB auch das chemisch viel empfindlichere Allocholesterin 
durch eine kiinstlich im Brutschrank herbeigefiihrte Faulnis wider 
Erwarten ebenfalls unangreifbar ist. Man kénnte daraufhin mit Biirger 
und Winterseel? versucht sein, an der von Bondzynski und Humnicki 
zuerst betonten und seither allgemein geltenden Auffassung von der 
alleinigen Bedeutung der Darmfaulnis fiir die Koprosterinentstehung 
zu zweifeln. Biirger und Winterseel kommen auf Grund ihrer Versuchs- 
ergebnisse zu der Ansicht, daB neben der Wirksamkeit der Faulnis- 
bakterien auch der Tatigkeit des Organismus bei der Koprosterin- 
entstehung gewisse Aufgaben zufallen diirften, eine Vermutung, die 
angesichts der vergeblichen Faulversuche in vitro viel fiir sich hat und 
eine weitere Stiitze in den Feststellungen der genannten Autoren findet, 
da8 sich in dem Verhaltnis der Brom bindenden zu den nicht Brom 
bindenden Anteilen im Kotsteringemisch ein gewisses Gleichgewicht 
finde, das dem des Chloesterins zu seinen Estern im Blute ahnele. 


! Beumer und Bischof/, diese Zeitschr. 220, 154, 1930. 
* Birger und Winterseel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 181, 255, 1929. 














212 G. Bischoff : 


Eigene Befunde an Stiihlen von Brust- und Flaschenkindery 
unter den verschiedensten Ernaihrungsbedingungen lenkten  erneut 
unsere Aufmerksamkeit auf die itiberragende Bedeutung des Faulnis. 
vorganges bei der Entstehung des Koprosterins. Dariiber wird nac}, 
AbschluB der Untersuchungen in Kiirze berichtet werden, hier sei nw 
soviel vorweggenommen, daB bei den besonders iibersichtlichen Verhalt- 
nissen am Saugling Koprosterinbildung und Darmfaulnis parallel gehe, 


Diese Erkenntnis war uns Veranlassung, koprosterinhaltige Stiihle 
im Brutschrank weiterfaulen zu lassen und dann erneut den Gelhalt 
an brombindendem Sterin zu bestimmen. 


Methodik. 


Beziiglich der verwandten Mikrojodzahlbestimmung verweisen wi) 
auf unsere vorhergehende Veréffentlichung. Insofern sind gegen friiher 
Abiinderungen geschehen und fortab durchgefiihrt, daB jeweils mit den 
beiden blinden auch zwei Testversuche mit reinem, wasserfreiem Chole 
sterin (Schmelzpunkt 148°) angesetzt wurden. Auf die Jodzahl dieses 
Cholesterins gleich 100 bezogen wurde der nicht brombindende Antei! 
des Steringemisches in Prozenten berechnet. Ferner erfolgten die Fallungen 
mit Digitonin in 80°,igem Alkohol. 

Zum Versuch erhielten die Kinder, fast alle im Schulalter, 2 bis 3 Tage 
reichlich Fleisch und eine Eizulage unter Einschrankung der pflanzlichen 
Nahrungsbestandteile. Die erwachsene Versuchsperson S. nahm 4 Tag 
ausschlieBlich Milch zu sich. Der Stuhl wurde dann im MoOrser sorgfiltig 
verrieben und geteilt. Der eine Teil wurde gleich auf dem Wasserbad ge- 
trocknet, mit Ather extrahiert, der Atherextrakt mit Alkoholat verseiit, 
getrocknet und wieder mit Ather extrahiert. Die atherische Lésung wurd: 
gewaschen, verdampft, der Riickstand mit heiBem, 80° ,igem Alkoho! 
aufgenommen, filtriert und im Filtrat die Digitoninfallung vollzogen. 
Dann wurde mit der bereits angegebenen Mikromethode in dem durch: 
Xylolzersetzung gewonnenen Steringemisch die Jodzahl bestimmt. Der 
andere Teil des Kotes wurde im Brutschrank bei 38° nachfaulen gelasse: 
und dann in gleicher Weise aufgearbeitet. Es wurden zum Teil Doppe! 
analysen ausgefiihrt. SchlieBlich soll noch erwahnt werden, da®B in de: 
von uns angewandten Methode ein stérendes ,,Vaselinél, wie es Dan! 
als aus dem Xylol herriihrend gefunden hat, in Leerversuchen niemals 
beobachtet werden konnte. 





Brombindender Anteil der Kotsterine 


Versuch vor nach 


‘Nach fau le n 





1. M.S. 87,5 % 33,6 %, 
2. W. K. 36,9 23,3 
3. H. K. 55,5 | 31,6 
4. PL. 56,3 19,6 
5. D. U. 86,7 34,8 


1 Dam, diese Zeitschr. 215, 473, 1929. 
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Es gelingt demnach einwandfrei, einen koprosterinhaltigen Fdaulnis- 
siuhl durch Nachfaulenlassen auBerhalb des Darmes weiterhin zu hydrieren. 

Dieser Versuch gelang stets mit Ausnahme eines einzigen, der aber 
achweislich nicht geniigend vom Xylol befreit war. DaB es sich wirklich 
dabei um eine Koprosterinbildung handeln mub, dafiir spricht das 
starke Herabgehen des Schmelzpunktes.  Beim Behandeln in der 
lrockenpistole (100°) wird das nachgefaulte Sterin stets fliissig, vor 
dem Faulen gar nicht oder nur teilweise. (Kin exakter Schmelzpunkt 
des Steringemisches ist deswegen nicht gut durchfiihrbar, weil beim 
Kindampfen der Substanz im Mikrobecherchen diese fraktioniert 
ausfaillt und so an der GefaéBwand hangen bleibt.) Ferner zeigte es sich, 
da in dem nachgefaulten Unverseifbaren besonders schén ausgebildete 
Biischel von Koprosterinnadeln (mitunter tiber lem lang) entstehen. 
Es ist also kaum anzunehmen, daB sich die Hydrierung anders als in 
einer fortschreitenden Koprosterinneubildung auswirkt. 

Im Bruststuhl dagegen gelang es nicht, durch Verbringen in den 
Brutschrank auf mehrere Tage irgendein Herabgehen der Jodzahl des 
Unverseifbaren und Digitoningefillten zu erzielen. 

Die Bedingung zur Fortsetzung der Faulnishydrierung im Kot 
in vitro scheint also die zu sein, daB die Koprosterinbildung im Darm 
bereits begonnen haben muB. Der Zelltatigkeit des Organismus, etwa 
dem Darmepithel, kommt demnach nicht eine ausschlaggebende 
Bedeutung fiir den Grad der Sterinhydrierung zu, sondern dem Fiaulnis- 
prozeB innerhalb der Fazes. 

Um so schwerer wird es verstaindlich, woran die Reduktion der 
Sterine bei Herstellung kiinstlicher, den im Darm an Intensitat nichts 
nachgebenden Fiaulnisbedingungen scheitert. Dariiber sind nur Ver- 
mutungen mdglich, etwa, dab das vom Dickdarm ausgeschiedene 
Sterin chemisch doch ein anderes als kiinstlich hinzugesetztes ist, sich 
vielleicht durch einen besonderen physikalisch-chemischen Zustand 
(Dispersitaétsgrad) auszeichnet oder aber das umgebende Faulnismilieu 
ist ausschlaggebend und kiinstlich nicht ohne weiteres nachzuahmen. 
Nach allem erscheint es aber jetzt nicht ausgeschlossen, dal weitere 
Untersuchungen doch zum Ziele fiihren und die Koprosterinbildung 
durch kiinstliche Faulnis in vitro unabhangig von Kot gelingt. 


Zusammenfassung. 


Durch Nachfaulenlassen von Faulnisstiihlen im  Brutschrank 
gelingt es, den nicht brombindenden Anteil des Kotsterins stark zu 
vermehren. 

Im garungssauren Stuhl des Brustkindes tritt unter denselben 


Bedingungen eine Sterinhydrierung nicht ein. 














Die Cholesterine im Strukturverbande des Protoplasmas. 


IV. Mitteilung: 


Untersuchungen an der Rinderleber. 


Von 
(i. Pfeiffer. 


(Aus dem Institut fiir Tierphysiologie der Landwirtschaftlichen Hochschule, 


Bonn-Poppelsdorf. ) 
(Eingegangen am 10. April 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Uber die Entstehung des Cholesterins, des einzigen Sterins tierische1 
Zellen, findet man in der Literatur die verschiedensten Angaben, da 
die experimentelle Priifung der Cholesterinsynthese scheinbar nur in 
wenigen Fallen positive Beweise zu erbringen vermochte. 


Wahrend beispielsweise Mendel und Leavenworth (1) eine Abnalhme 
des Cholesteringehalts von frisch gelegten Hiihnereiern gegeniiber voéllig 
entwickelten Embryonen finden, bestreiten Ellis und Gardner (2) diese 
Befunde. Nur ein Esteranstieg soll nach Miiller (3) bei den Hiihnerembryonen 
im Vergleich zu den Eiern vor der Bebriitung zu konstatieren sein, was 
Thannhauser und Schaber (4) hestatigen ; jedoch stellen letztere auBerdem 
ein Ansteigen des Cholesterins um 10°, fest, und es soll nach Ansicht det 
Vertasser diese Cholesterinbildung auch im ausgewachsenen Organismus 
bestehen bleiben. Wahrend Beumer (5) wiederum keinen Unterschied 
zwischen dem Cholesteringehalt von Eiern und Embryonen findet, ermittelt 
Dam (6) ein durchschnittliches Ansteigen von 10°,,, das ihm allerdings mit 
Riicksicht auf das beschrinkte Versuchsmaterial fiir eine Synthese nicht 
beweisend genug ist. 

Bei Untersuchung der Cholesterinbilanz bei Sauglingen unter lb: 
stimmter Ernahrung ergibt sich nach Beumer (7), (8) in allen Fallen ein: 
héhere Ausscheidung, was auch Wacker und Beck (9) feststellen. Trot 
negativer Cholesterinbilanz steigt aber nach Beumers Versuchen bei Kinder 
der Gehalt des Gehirncholesterins um tiaglich 0.02 g¢ bis zum Alter von 
18 Monaten; andererseits unterscheiden sich nach Verfasser im Chol 
steringehalt neugeborene Hunde nicht von 15 bis 20 Tage alten Hunger 
tieren des gleichen Wurfes. 

Fiir eine Cholesterinsynthese sprechen sich Randles und Knudson (1\) 


aus, da sie bei sterinfrei und mit verschieden hohen Cholesteringaben ve 
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tterten Ratten keinen Unterschied im CGesamtcholesterin finden kénnen. 
e Cholesterinbildung aus der Oleinsiure halt Le/tes (11) in den Lungen 
ter Mitwirkung von Sauerstoff fiir wahrscheinlich und formuliert die 
(holesterinsynthese in einer chemischen Gleichung: 
3 (',,H,,0, + O = 2C,,H,,O + 5H,0, 
ver nach Einfthrung von Oleinséiure in die Vena jugularis eine erhebliche 
Steigerung an Cholesterin im = arteriellen Blute gefunden haben will. 

Wenn hier nur einige fiir die Ergriindung der Cholesterinsynthese 
im Tierkérper angestellte Versuche angefiihrt sind, so zeigen sie doch 
schon so viele Widerspriiche, daB man unmdglich zu einem tber- 
zeugenden EntschluB kommen kann. Folgerichtig kann man daraus 
jedoch annehmen, daB die pflanzlichen Sterine nach Resorption im 
Tierkérper zu dem Zoosterin Cholesterin umgelagert werden und im 
intermediaren Stoffwechsel ein oxydativer Abbau der Cholesterine 
unter Aufspaltung der Ringsysteme in kaum nachweisbaren Mengen 
stattfindet. 

Fir die Cholesterinsynthese, wie fiir die Regulation des Cholesterin- 
stoffwechsels wurden vielfach die Leber, Milz oder die Nebennieren mit 
solchen Eigenschaften belegt, so daB es fiir eine zusammenfassende 
SchluBfolgerung der Einzelberichte unumganglich erschien, genannte 
Organe in die Untersuchungsfolge (12), (13), (14) einzureihen. 

Der vorliegende Bericht behandelt die Cholesterinzusammen- 
setzung in der Leber, welchem Organ ohne Zweifel eine aktive Be- 
teiligung am Cholesterinstoffwechsel in der Bildung der Gallensauren 
zuerkannt werden muB, und welches nach Oppenheimer (15) unter 
anderem auch die Aufgabe hat, iiberschiissige Cholesterinmengen aus 
dem Blute aufzunehmen und exkretorisch zu entfernen. 


Experimenteller Teil. 

Von mehreren Lebern jahriger Rinder wurden an verschiedenen 
Stellen gréBere Stiicke abgetrennt und zur Ausblutung zerschnitten. 
Nach kurzem Waschen wurde die iiberschiissige Feuchtigkeit mit Gaze 
aufgesaugt und die gemahlene Substanz zur Untersuchung verwandt. 

Die Hydrolyse des Lebergewebes mit 2°,iger Natronlauge geht 
ohne Schwierigkeit vor sich, jedoch sinken wahrend des Aufschlusses 
unzerst6rbare kleine Partikelchen zu Boden, die den LebergefabBen 
entstammen: ferner steigen kleine Fettrépfchen an die Oberflache, 
die sich nach zwei- bis dreimaliger Behandlung mit dieser Lauge nicht 
verseifen lassen. Ich habe schlieBlich dieselben, wie auch die festen 
Teilchen, nach ausgiebiger Emulgierung mit der heiben Natronlauge 
in erkaltetem Zustande durch ein feines Sieb abgetrennt und dabei 
festgestellt, daB die unverseifbaren Riickstinde von drei Analysen 
insgesamt nur Cholesterinspuren enthalten, die auf die Analysenwerte 


ohne Ausschlag bleiben. 
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Tabelle 1. 





Einwage 


28.3610 
32.1405 
31,8790 


Gesamt 
cholesterin 


ria 


0.0652 
0,0770 
0.0733 


Cholesterin 
Oxveholesterin 


0.0290 


0.0327 
0.0326 


Der Atherextrakt der AufschluBfliissigkeit 


cholesterin 


schwach 


Wahrzunehmen sind. 





Bei mikroskopischer Betrachtung einer alkohol-atherischen Lésung 
von Totalcholesterin erkennt man bei langsamer Verfliichtigung der 
Lésungsmittel, wie auch in den friiheren Mitteilungen, die einzelnen 


von einer 


aromatischem 


Komponenten als 


Estertrépfchen; mit dem Fortschreiten der Verdunstung verandert 
sich auch hier das Bild, und beim ganzlichen Auftrocknen ist das Ox) 
cholesterin von den Estern aufgelést und verschwunden. 


Untersuchung der roten Blutkérperchen eines alteren Tieres erhaltene: 
Fallen hat 
Bild den analytischen Befund bestatigt. 


Gesamteholesterinbild : 


fettahnlichen, 


dem kaum 


{eincholesterinkristalle, Oxycholesterindrusen und 


120facher VergréBerung ahnelt somit einem friiheren, bei dei 


hinterlaBt ein Gesan 

Beschaffenheit 
Kristalleinlagerunge: 
Der Schmelzpunkt liegt bei 101 bis 102°C. 


knetbaren 





mikroskopisc! ( 
Durch 
Anteil an esterifizierten Cholesterinen ist auch der tiefgelegene Schmel 
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punkt des Totalcholesterins zu erklaren. In obiger Abbildung erscheint 
nur eine gleichmaBigere, wenn auch durch die Ester stark beeinflubte 
Kristallisation, so daB ihre rhombische Struktur noch meist gut sicht- 





bar 1st. 
Tahelle TTI. 
. In 10g Anteil am 
Material frischer Substanz Schmelzpunkt Gesamtch st 
Rinderleber ( 

Gesamtcholesterin a a 0.2533 101 102 
Cholesterin + Oxvecholesterin . 1020 136.3 43.76 
Qxyeholesterin. . .... 0.0285 12,20 
Cholesterinester r ate: 6 01311 37-38 56.19 
(Cholesterinélsaureester 0.0017 41 0,73 
Oxvcholesterinolsaureester .. 0.1294 37 5546 


Die Zusammensetzung des Gesamtcholesterins wurde nach der 
friher beschriebenen Methode ermittelt: der hesonders hohe Gehalt 
von oxydiertem Cholesterin, der 28°,, der fallbaren Cholesterine aus- 
macht, hangt sicherlich mit der physiologischen bzw. exkretorischen 
Funktion der Leber zusammen. Die tiberwiegende Veresterung der 
Cholesterine in dem Organ, deren Zusammensetzung aus Tabelle IT 
ersichtlich ist, kann man teilweise seiner Exkretionsaufgabe, teilweise 
dem Vorkommen esterifizierender Fermente zuschreiben 


SchluBfolgerungen. 


Es diirfte ein schwieriges Kapitel sein, wenn es nicht ganz un- 
méglich ist, einen experimentellen Beweis fiir die cholesterinigene 
Fihigkeit der Leberzelle zu erbringen, da die physiologischen Ver- 
schiebungen in dem Organ sehr kompliziert sind. Aber wir koénnen 
nach allem bisher Bekanntem bestimmt annehmen, dab die Leber den 
Cholesterintransport reguliert und daf sie bzw. die Galle als Haupt- 
ausscheidungsorgan in Betracht zu ziehen ist. 


Nach Grunke (16) gelangen unter normalen PRedingungen nur Spuren 
von Cholesterin durch die Nieren zur Ausscheidung, die sich sogar bei 
pathologischen Zustanden, in Fallen) von Hypercholesterinamie, nicht 
vermehren. Der Cholesteringehalt der Leber bei Kaninchen wird nach 
den Untersuchungen von Ellis und Gardner (17) bei Vertiitterung von 
Kohl und von Kleie in besonderer Weise gegeniiber Hungertieren beeinflubt 
und auBerdem von Rotschild (18) eine Cholesterinvermehrung in Blut und 
Galle festgestellt. Dem widersprechen allerdings die Befunde der Nawniyn 
schen Schule (19) und Delprets (20) u.a., die nach Cholesteringaben bei 
Gallenfistelhunden keine Steigerung des CGallencholesterins  feststellen 
konnen. Chauffard (21) und seine Mitarbeiter, die das im Organismus 
svnthetisch gebildete als endogenes Cholesterin bezeichnen, halten neben 
anderen Faktoren auch die Leber fiir mitbestimmend am Cholesterinstoft 


wechsel und geben an, da das Organ nur einen kleinen Teil des Blut- 
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cholesterins durch die Galle ausscheidet., der gréoBere Teil erscheine d 
in Form seiner Oxydationsprodukte, der Callensiuren. Auch Tha 
hauser (22) tritt fiir eine Elementarsynthese des Cholesterins im Tierkén 
ein und sagt, daB eine gestérte Leberfunktion sich im Blute in einer 
nehmenden Verschiebung des freien auf Kosten des gebundenen Chi 
sterins auBert (23) und daB diese Reaktionsinderung nicht auf einer A 
scheidungsstérung der Leber beruht, sondern durch die esterspaltenden u 
esterifizierenden Fermente der Leber hervorgerufen wird. 

Neben der regulierenden und exkretorischen Funktion der Lethe 
im Cholesterinstoffwechsel dirfte aber fiir eine Cholesterinbilanz auc! 
ihre hamoglobinzerstérende Eigenschaft von mitbestimmender [x 
deutung sein. 


Wenn man diesen mitbestimmenden Faktor nicht schon allgem« 
als gegeben betrachten will, so diirfte es aber nach AKusmmotos (24) Vs 
suchen als sicher anzunehmen sein. Die negativen Resultate bei Gallentist: 
hunden waren fiir Auswmoto der AnlaB, die Cholesterinausscheidung de 
Galle beim Zerfall der roten Blutkérperchen zu untersuchen; durch Toluyle: 
diamin fiihrte Verfasser eine vermehrte Auflésung von Erythrocyte: 
herbei und fand dabei das Gallencholesterin erhéht. . 

Im stetigen Stoffwechselkreislauf gehen bekanntlich, nach eine: 
nicht sehr langen Lebensfrist, auch Erythrocyten zugrunde, fiir deren 
Kinschmelzungsorgan man aus verschiedenen Griinden und haupt 
sichlich die Leber verantwortlich macht. Bei dem ungeheuren Blut 
umlauf im Organismus, wobei nach Berechnung ungefahr 3°, de: 
roten Blutkérperchen tiglich in der Leber zerstért werden, ist auc! 
sekundir mit einem stetigen und erheblichen Freiwerden von Chole 
sterinsubstanzen zu rechnen. Da letztere kaum der Zerst6rung anheim 
fallen, vollzieht sich der Cholesterinumlauf in der Leber wahrscheinlic! 
in der Weise, da®B ein gréBerer Teil des frei werdenden Cholesterins 
unter bevorzugter Verwendung der Oxycholesterine, zu Gallensiure: 
oxydiert wird; ein kleinerer Teil gelangt durch die Galle in den Darm 
und findet vielleicht auch zum Aufbau bei der Neubildung von Blut 
zellen Verwendung. Da die Leber aber auBerdem tiberschiissige Chole 
sterinmengen aus dem Blutplasma zu entfernen hat und ihr fernerhin 
das Nahrungscholesterin zur Verfiigung steht, so erhalt das Organ 
geniigend Zufuhr, um sein Cholesteringleichgewicht balancieren zu 
konnen. 

Einige der oben zitierten Versuche lassen sich unter Voraussetzung 
dieser Annahme erklaren. Fiir die iibrigen Versuche, wie z. B. Bewmvers 
Befunde tiber den standig ansteigenden Cholesteringehalt, trotz negative 
Cholesterinbilanz, bei Neugeborenen bis zum Alter von 18 Monaten 
und andere, kann man auf eine andere Erklirung zuriickgreifen. 


Bei der Bildung des Phytosterinmolekiils im Pflanzenkérper gelit 


die Synthese bis zur Ringkopplung in noch unbekannter Weise vor 
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sich. Auf diesem Wege werden jedoch stets Zwischenprodukte oder 
Vorstufen vorhanden sein, die bei der dauernden Neubildung des 
Molekiils sich fortlaufend und erganzend zusammenschlieBen. Diese 
Cholesterinbausteine, wahrscheinlich zyklische Verbindungen, erfassen 
wir jedenfalls bei den tiblichen Cholesterinextraktionsmethoden nicht, 
sie werden aber sicherlich vom Tierkérper im Bedarfsfalle zur Chole- 


sterinbildung herangezogen werden. Ahnliche biologische Vorginge 
sind uns von den EiweiBkérpern und Kohlehydraten bekannt. Bei 


einer kiinstlich von Cholesterin befreiten Nahrung haben wir somit 
keinen Mabstab fiir die noch darin enthaltenen Cholesterinbausteine. 
Erkennen wir nun dem tierischen Organismus die Fahigkeit der Ring- 
kopplung bzw. Teilsynthese zu, so braucht damit keine Elementar- 
synthese verbunden zu sein, und Beumers Versuche der taglichen Zu- 
nahme an Organcholesterin trotz negativer Cholesterinbilanz sind 
deutbar. 

Wir kénnen auf Grund dieser Auslegungen der Leber eine Sonder- 
stellung im Cholesterinkreislaunf und die Fahigkeit der Teilsynthese 
einraumen; eine cholesterinigene Eigenschaft des Organs bleibt jedoch 
sehr unwahrscheinlich. Es sprechen Cholesterinanhaufungen und 
erhéhte Ausscheidung in dem Organ eher fiir Ansammlungen schwer 
eliminierbarer Substanzen, die dem normalen Stoffwechselgetriebe 
entstammen, als fiir eine endogen-synthetische Cholesterinbildung in 
der Leber. 

Zusammenfassung. 

1. Die Cholesterinzusammensetzung in der Leber bei jahrigen 
Rindern wird mitgeteilt. 

2. Das Gesamtcholesterin weist einen hohen Gehalt an Oxy- 
cholesterin und esterifiziertem Cholesterin auf. 

3. Der jeweils hohe Gehalt wird der exkretorischen Funktion des 
Organs und seinen esterifizierenden Fermenten zugeschrieben. 

4. Die verschiedensten Zufuhrméglichkeiten an Cholesterin fiir 
die Leber werden besprochen, und auf die beim normalen Zerfall der 
Erythrocyten frei werdende Cholesterinmenge wird hingewiesen. 

5. Eine endogen-synthetische Cholesterinbildung in der Leber wird 
fir unwahrscheinlich gehalten. 

6. Der Leber wird die Fahigkeit der Cholesterinteilsynthese zu- 
erkannt, d.h. der Ringkopplung pflanzlich vorbereiteter Cholesterin- 


hausteine. 
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Uber die Abscheidung yon Jod und Brom aus jodiertem 
bzw. bromiertem Eiwei6 durch Bestrahlung. 


Von 


Fritz Lieben und Gabriele Ehrlich. 


(Aus dem Institut fiir angewandte medizinische Chemie der Universitat 


Wien.) 


(Eingegangen am 14. April 1930.) 


Vor einiger Zeit hat sich der eine! von uns in Gemeinschaft mit 
Laszlo und Miiller mit der Frage der Jod- und Bromaufnahme durch 
KiweiBkérper beschaftigt, wobei als Substrat Casein diente; in beiden 
Fallen lieB sich eine stéchiometrische Beziehung zu einer bestimmten 
Aminoséure nicht nachweisen, der Verlauf der Halogenierung vielmehr 
durch eine Adsorption an die Caseinmolekel erkliren?. 

Es war nun, abgesehen von den offenbar mannigfaltigen und noch 
ungeniigend geklirten Bindungsverhaltnissen der Halogene im Eiweib, 
interessant, die Abscheidung dieser Stoffe aus halogenhaltigem Eiweib 
zu studieren. 


Schon Oswald*® hat eine Abscheidung von Jod in Ionenform aus dem 
SchilddriiseneiweiB wie auch aus kiinstlich jodiertem Eiwei8 durch Saéure-_ 
und Alkalispaltung, sowie durch fermentativen Abbau erhalten.. Nun hat 
vor kurzem Chargaff* Abspaltung von Jod aus einer Anzahl pharma 
zeutischer Jodpraparate im diffusen Tageslicht erzielt, wobei Cystein und 
Thioglykolsdure die Zersetzung katalytisch beschleunigen; auch bei diesem 
Vorgang trat in wisseriger Suspension das Jod stets als Jodid aus (eine 
Ausnahme bildet das Europhen). 


1 F. Lieben und D. Laszlo, diese Zeitschr. 159, 110, 1925; F. Lieben 
und R. Miiller, ebendaselbst 197, 119, 1928. 

2 Diese Frage wird neuerdings durch eine inhaltsreiche Arbeit von 
H. Bauer und E. Strauss (diese Zeitschr. 211, 163, 1929) wieder auf- 
genommen; die Autoren geben an, fiir Ovalbumin, Serumalbumin und 
Serumglobulin stéchiometrische Beziehungen zwischen Jod- und Tyrosin- 
gehalt (2 J: 1 Tyr.) gefunden zu haben, fiir das Globin liegen die Verhalt- 
nisse komplizierter. 

3 A. Oswald, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 68, 263, 1910. 

* E. Chargaff, diese Zeitschr. 215, 69, 1929. 
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Diese Mitteilungen waren fiir uns ein Hinweis, die Halog 
abspaltung aus EiweiB unter der Kinwirkung von Lichtenergie zu unt 
suchen. 


Als die im folgenden zu beschreibenden Versuche schon im Gan 
waren, erschien die interessante Arbeit von Pincussen und Roman}. }s 
wird beim Tiere (Maus) organisch und anorganisch gebundenes Halove: 
durch Elektrodialyse getrennt; die Bestrahlung mit der Quecksilhe: 
quarzlampe ergibt beim normalen und bei mit anorganischem Jod x 
spritzten Tieren eine Verschiebung des Verhiltnisses zugunsten des an 
organischen (dialysablen) Jods; beim Brom tritt diese Verschiebung aui 
fallenderweise im entgegengesetzten Sinne auf; es vermehrt sich das 
organisch gebundene Brom auf Kosten des anorganischen. 

Wir benutzten eine neue Quarz-Quecksilberdampflampe vo. 
Heraeus (220 Volt Gleichstrom, 2000 HK). Es wurde kiinstlich jodiertes 
Casein (Hammarsten), dann Thyroxin und Dijodtyrosin, schlieflicl 
natiirliches jodhaltiges EiweiB in Form von Thyreoidin (Merck) bestrahit: 
daran schlossen sich Versuche mit kiinstlich bromiertem Casein (Ham. 
marsten). 

Die Halogenierung des Caseins erfolgt in der in den oben erwahnte: 
Abhandlungen geschilderten Weise. Der Zusatz des Jods geschah in Forn 
einer Jodlésung in KJ, der des Broms durch Verreibung von elementaren 
Brom mit Casein; die Reinigung der so entstandenen Kérper wurde dure! 
wiederholtes Umfiallen (zum Teil unter Na,SO,-Zusatz) so lange vor- 
genommen, bis wir zu den ,,Endkérpern“ gelangten. Beim Bromeasein wai 
den Umfillungen noch eine mehrtaigige Ausschiitthung mit Alkohol vor- 
geschaltet. 

Die Jodbestimmung in den zu bestrahlenden Kérpern erfolgte nac! 
Blum und Griitzner?, die Brombestimmung nach der Methode von Prings 
heim’, Alles Niahere siehe Il. c. 8. 1. 

Einleitende Versuche mit einer kleinen Quarz-Quecksilber-Tisch- 
lampe von Heraeus ergaben bei vierstiindiger Bestrahlung aus 5 cm 
Distanz des JodeiweiBpraparates von der Lampe keinerlei Abspaltung 
von Jod oder Jodid, was sich auch bei noch langerer Bestrahlungsdauer 
und Zusatz eines Sensibilisators (Eosin) nicht anderte. 


Erst die Versuche mit der vorerwihnten Lampe mit 2000 HK fiihrten 
zum Ziele. Wir erhielten in allen Fallen eine Abspaltung des Halogens in 
Tonenform. Die Bestimmung des frei gewordenen Jodids geschah nach 
Fresenius‘ in der dort angegebenen kleinen Apparatur, das abgespaltene 
Bromid wurde nach Volhard® bestimmt. Hierzu wurde die gesamt: 


1 L. Pincussen und W. Roman, diese Zeitschr. 216, 336, 1929. 
2 Vgl. G. Lockemann in Abderhaldens biol. Arbeitsmethod. Abt. |, 
Teil 3, S. 836 f. 

3 Vgl. H. Meyer, Analyse usw. 4. Aufl. 1922. 8. 259f. 

4 Siehe Treadwell, Lehrb. d. analyt. Chem. 4. Aufl. 2, 505. 

5 Ebendaselbst 8S. 536/37. 
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Abscheidung v. J u. Br aus jodiertem bzw. bromiertem EiweiB. 22% 


hestrahlte Lésung in eine Dialysierhiilse gebracht und gegen jeweilig 
erneuertes destilliertes Wasser so lange dialysiert, bis kein Halogenion 
mehr in die AuBenfliissigkeit tritt, d.h. die letzte Portion AuBen- 
flissigkeit bei der Probe nach Fresenius bzw. Volhard den Wert 0 liefert. 

Nachdem uns einige qualitative Versuche mit Jodcasein und 
Thyroxin (Roche) gezeigt hatten, daB niemals freies Jod, wohl aber 
Jodid abgespalten wird, wihrend im Dunkelversuch kein Jod auftrat, 
wurden quantitative Versuche angestellt. 

Wir sehen, daB in allen Fallen Halogen abgespalten wird, und zwar 
in wechselnder Menge, je nach der Distanz von der Lichtquelle, Be- 
strahlungsdauer, Halogengehalt des Substrats usw. Die letzten Anteile 
des Halogens sind relativ schwerer zu entfernen: je niedriger der Gehalt 
an Halogen wird, um so fester haftet es, was schon bei anderer Versuchs- 
anordnung (vgl. Lieben und Laszlo, |. c. S. 123) beobachtet wurde; so 
konnte aus einem Praparat Thyreoidea ,,Chewesto“ mit 0,1°., Jod, das 
in 5°, NaOH — allerdings inhomogen —- verteilt war, bei dreistiindiger 
Bestrahlung tiberhawpt kein Jodid abgespalten werden. Die relativ 
geringe Abspaltung nach sechsstiindiger Bestrahlung beim Thyroxin 
(Nr. 5) im Vergleich zum Dijodtyrosin (Nr. 4) diirfte damit zusammen- 
hingen, daB wahrend der Bestrahlung ein Teil des vollstandig gelésten 
Substrats wieder ausgefallen war. Dieser Punkt mu noch untersucht 
werden. Bei entsprechender Verlingerung der Bestrahlungsdauer kann 
man die Abspaltung der Vollstandigkeit immer mehr annahern (Nr. 7). 
Versuch 8 diente einem Vergleich zwischen kiinstlich jodiertem Casein 
und dem Thyreoidin (Merck), das aus jodhaltigem Naturmaterial her- 
gestellt ist; beide Kérper enthalten etwa gleich viel Jod:; ein Unter- 
schied in dem Tempo der Jodidabspaltung war nicht wahrzunehmen. 
Natiirlich ware bei diesem niedrigen Jodgehalt (0,7°,,) ein SchluB 
daraus auf die Bindungsart des Jods im Jodcasein nicht gerechtfertigt. 
Es ist ferner interessant, daB die Abspaltung von Bromid langsamer zu 
erfolgen scheint als von Jodid, doch ist das vorliegende Material noch 
zu klein, um daraus weitere Schliisse zu ziehen. 

Von besonderer Wichtigkeit war es, den EinfluB der oft betrachtlichen 
Temperatursteigerung kennenzulernen. Eine solche konnte auch bei sorg- 
faltiger Kiihlung durch oft erneuertes Wasser nicht vollkommen vermieden 
werden; die Temperatur war mindestens 30°C. Wir mubten daher bei 
den vorgenommenen Kontrollversuchen ohne Belichtung auch den 
EinfluB der Temperatur auf Halogenabspaltung feststellen. Unter der 
Lampe wurde héchstens eine Temperatur von 62° erreicht; nun gab im 
Warmeschrank bei 70 bis 80° durch 4 Stunden erhitztes Jodcasein 
(104°, Jod) keinerlei Jodidabspaltung, Dijodtyrosin (s. Nr. 4) ergab 
hei 50° keine Jodidabspaltung, bei 80° eine solche von 4,5 °,,, das Thyreo- 
idin (Merck) (Nr. 6) spaltet bei 60° (durch 4 Stunden) kein Jodid ab. 
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Das Bromeasein (Nr. 9) gab bei vierstiindigem Erhitzen auf 60° etwa 
82°. als Bromid ab, ein andermal nur 0,8°,,.. Es kann also wohl be- 
hauptet werden, daB bei T’emperaturerhéhung bis etwa 80° allein 
eine irgendwie in Betracht kommende Halogenidabspaltung bei unseren 
Versuchen nicht in Frage kommen kann. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird gezeigt, daB durch das Licht einer Quarz-Quecksilber- 
dampflampe Jod und Brom als Jodid bzw. Bromid aus kiinstlich 
halogeniertem Casein abgespalten werden kann. Dasselbe gilt von 
Mercks Thyreoidinpraparat mit natiirlichem Jodgehalt, ferner von 
Dijodtyrosin und Thyroxin (Roche); je nach den Versuchsbedingungen 
kann die Abspaltung mehr oder minder vollstandig gemacht werden; 
die letzten Anteile an Halogen sind relativ schwer zu entfernen. 

2. Da die Temperatur unter der Lampe bei einigen Versuchen 62° 
erreicht, wurde durch Proben im Warmeschrank festgestellt, daB Tem- 
peratursteigerung allein bis etwa 80° irgendeine nennenswerte Halogen- 
abspaltung bei den untersuchten Stoffen nicht verursacht. 
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Uber den strukturellen Bau der aus Gelatine und Gelatinepepton 
durch Essigsiureanhydrid gewinnbaren 
acetylierten Polypeptidassoziate. VI. 


Von 
A. Fodor und Ch. Epstein. 


(Aus dem Institut fiir Bio- und Kolloidchemie der Hebr. Universitit 
Jerusalem.) 


(Eingegangen am 15. April 1930.) 


Die hier mitzuteilenden weiteren Versuche iiber die bei der Be- 
handlung von Gelatine mit Essigsiureanhydrid nach frither be- 
schriebenen Methoden':* gewinnbaren acetylierten Produkte verfolgten 
einerseits das Ziel, prizisere Vorstellungen iiber die chemische Struktur 
dieser letzteren zu bekommen und andererseits die Beziehungen zwischen 
ihnen und den bei der gleichen Behandlung von Gelatinepepton (gemeint 
ist hier der mit Methylalkohol extrahierbare Anteil des Peptinhydro- 
lysats von der Gelatine) erhaltenen Acetylprodukten aufzukliren. 


Zunachst sei kurz zusammengefaBt, was wir iiber diesen Gegenstand in 
friiheren Mitteilungen erfahren haben: 

Die in einzelne Fraktionen zerlegten Gelatineprodukte stellen, soweit 
sie durch mehrfache Umfallung der Analyse zuginglich gemacht werden 
konnten, in Wasser leicht lésliche, in gereinigtem Zustande in absolutem 
Alkohol dagegen schwer lésliche (je reiner, desto schwerer  léslich 
Stoffe dar, deren Bausteinzusammensetzung sich auf die vier Amino- 
siuren Glykokoll, Alanin, Prolin und Oxyprolin beschrankt?. Da das 
Verhaltnis von Aminostickstoff: Gesamtstickstoff im Saurehydrolysat 
dieser Fraktionen stets in der Nahe von ?/, liegt, zumeist etwas weniger, 
bis 2/32 betragt, so miiBte man zunachst Grundkomplexe annehmen, 
in denen zwei Molekiile der kettenférmig beschaffenen Aminoséuren auf ein 
Molekiil der ringférmig gebauten fallen. Die Elementaranalyse bzw. N- 
Bestimmung deuteten auf partiell anhydrisierte, aus Glykokoll, Alanin, 
Prolin bzw. Oxyprolin zusammengesetzte Komplexe, wobei man auf je drei 
Molekiile des Pyrrolidinderivates wohl drei Alaninreste, jedoch nur zwei 
Glycylreste anzunehmen berechtigt war, also z. B. (Glycyl-prolyl-alanin 
. (Glyeyl-oxyprolyl-alanin) .(Oxyprolylalanin). Mit einer solchen Struktw 
stand sowohl die experimentell ermittelte MolekulargréBe im Einklang. 
als auch das Verhaltnis Amino-N : Gesamt-N im Hydrolysat (v-Wert), das, 


2 


wie gesagt, in der Regel etwas kleiner als ?/, war. Fiir diese Struktur betrug 


1 4. Fodor und Ch. Epstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 171, 222, 1927; 
I. Mitteilung. 

2 Dieselben, diese Zeitschr. 200, 211, 1928, II. Mitteilung; 210, 24. 
1929, IV. Mitteilung; 214, 242, 1929, V. Mitteilung. 
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der theoretische Wert genau 2 3 9, der wiederholt aufgefunden werden konnte. 
AuBerdem ergibt sich eine gute Ubereinstimmung zwischen dieser Struktur 
und dem schon vor langerer Zeit gemachten Befund', wonach man unter 
Innehaltung gewisser Versuchsbedingungen bei der Acetylierung mit dem 
Anhydrid nichtacetyliertes Oxyprolylalanin in nichtanhydrischem Zustande, 
wohl aber gleichfalls in assoziierter Form, erhalt, dessen Identitat durch den 
y-Wert 1, auBerdem bestatigt werden konnte?. 

Die angegebene Struktur war jedoch, wie wir es nie zu betonen ver- 
siumten, lediglich in ihrem Gesamtskelett annehmbar, indes man iiber die 
Einzelheiten noch nichts Genaues auszusagen vermochte. Insbesondere 
war die getroffene Anordnung der Aminosaurebausteine nebeneinander 
willkiirlich, ebenso der Ort der anhydridischen Bindungen usw. Auch 
wurde von uns die Méglichkeit erwogen, daB der Grundkomplex ein 
Hexapeptid statt eines Tripeptids sein kénnte*. In diesem Falle ware 
sodann das obige Achterderivat als (Glycyl-prolyl-alanyl-glycyl-oxy- 
prolyl-alanin) . (Oxyprolyl-alanin) zu formulieren, wieder unter Ein- 
riumung der noch willkiirlichen Momente, wie die Folge der Bausteine. 

Bereits in der letzten (V.) Mitteilung wurde der Versuch gemacht 
zwischen N- und QO-Acetyl zu differenzieren, da gefunden werden 
konnte, daB ein Teil des Acetyls sich schon durch '/,, mol. Na,H PO,- 
lésung bei 37° abspalten laBt. Die dort gezogene SchluBfolgerung 
auf die Zahl der O-Acetylreste pro Achterkomplex bedarf jedoch einer 
Berichtigung, da neuerdings festgestellt werden konnte, daf unter 
diesen Bedingungen ungefahr nur die Halfte des O-Acetyls abgespalten 
wird, indes dies mit der anderen Halfte erst bei der Behandlung mit 
der gleichen Lésung bei Siedetemperatur erreicht wird. Kocht man 
von vornherein, so wird nach einigen Stunden die Abspaltung von 
genau zwei Acetylresten vollzogen, was man daran erkennt, daB der 
Zuwachs an titrierbarer Saure bei Formaldehydzusatz nach Sdrensen 
(um den stérenden EinfluB der Pyrrolidinringe auf die Titration aus- 
zuschalten) genau zwei Aquivalente pro Achterkomplex betragt und 
einen wirklichen Endwert darstellt. 

Dieses Verhalten zeigten alle die von uns untersuchten Gelatine- 
derivate. Uberhaupt ist es gelungen, nach der Einfiihrung dieser 
0-Acetylbestimmungsmethode sowie der Titration nach W illstdtter- 
Waldschmidt-Leitz, weitaus den gréBten Anteil der aus der Gelatine 
gewonnenen Fraktionen auf ein und dasselbe Strukturschema zuriick- 
zufiihren, so da& ein gewisser Fortschritt in der Ubersichtlichkeit der 
Fraktionen erzielt werden konnte. 

Die Titration der freien Carboxylgruppen nach W illstdtter-Wald- 
schmidt-Leitz bereitete keine Schwierigkeiten, da sich die Produkte in 


! A. Fodor u. Ch. Epstein, diese Zeitschr. 210, 24, 1929; IV. Mitteilung. 
® Dieselben, ebendaselbst 214, 242, 1929; V. Mitteilung. 
8 IV. Mitteilung (1. c.). 
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gewohnlichem Alkohol mit Leichtigkeit aufzulésen vermégen. Es ery.) 
sich auch hier ohne Ausnahme bei den untersuchten Fraktionen, «(3 
pro Achterkomplex stets eine freie COOH-Gruppe vorhanden ist.  \\ ie 
die Tabelle I, in der alle experimentellen Ergebnisse zusammengeste|lt 
wurden, zeigt, sind die nach dieser Methode gewonnenen Werte nicht 
ausnahmslos scharf, allein immer noch verwendbar, um die Anza\)| 
freier Carboxyle zu bestimmen. 

Auf Grund der Gesamtanalyse, der Acetylbestimmung, der 
Titrationswerte mit alkoholischem Alkali und der O-Acetylermittlung, 
ferner der Bestimmung der MolekulargréBe, sind wir nunmehr imstande. 
alle Gelatinefraktionen, die iiberhaupt in Formeln auflésbar waren (was 
fiir eine betrichtliche Menge zutrifft), von einem und demselben Kom plex 
abzuleiten, der aus 1 Prolin, 2 Oxyprolinen, 2 Glycinen und 3 Alaninen 
aufgebaut ist und mit Acetyl in verschiedenen Mengen besetzt sein 
kann. Hiaufig stellen die Fraktionen Gemische verschieden stark 
acetylierter Derivate dieses Komplexes dar (s. hierzu Tabelle II). 

Es versteht sich von selbst, daB die so zusammengesetzten Komplexe 
nach ihren analytischen Ergebnissen und ihrer MolekulargréBe zunichst 
einmal acetylierte Oktapeptide vorstellen kénnten. Um dieser Frage 
nachzugehen, wurden unsererseits schon friiher Beziehungen zwischen 
den analogen Produkten aus Gelatinepepton und unseren Gelatine- 
fraktionen gesucht. Sind naimlich engere Beziehungen ausfindig zu 
machen, so wiirde schon das niedrige Molekulargewicht des Peptons, 
das fiir ein unfraktioniert gebliebenes Material nur 393 ergab, fiir 
bestimmte Fraktionen noch weniger, z. B. 366, gegen die Annahme 
eines Oktapeptids Stellung nehmen lassen. 

In der vorliegenden Untersuchung wurde daher Gelatinepepton 
nach der bereits friiher mitgeteilten Methode! mit Essigsiureanhydrid 
behandelt und das gewonnene Produkt der Fraktionierung unterworfen 
Zuniachst zeigte sich wieder, wie bereits bei einer friiheren Gelegenhcit. 
das interessante Ergebnis, daB das Pepton nach der Behandlung mit 
dem Essigsiureanhydrid fast vollstandig in Form der acetylierten 
Fraktionen wiedergewinnbar ist, was also anderweitige Bestandteile 
als diese letzteren ausschlieBt. Da nun die acetylierten Fraktionen 
strukturell weitgehend aufschlieBbar sind, so laBt sich aus ihnen wieder 
auf die Beschaffenheit des Peptons, in erster Linie in qualitativer 
Hinsicht, schlieBen. Es zeigte sich, daB die Hauptfraktion des acety- 
lierten Peptons, in unseren Tabellen als PI bezeichnet, so gut wie 
theoretisch mit der fiir die Gelatinefraktionen aufgestellten Struktur- 
formel iibereinstimmt, d.h. einen dreifach acetylierten Komplex von 
1 Prolin : 2 Oxyprolin : 3 Alanin : 2 Glykokoll darstellt, aus dem fiir dic 


1 TI. Mitteilung (I. c.). 
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Zwischenbindungen unter den acht Bausteinen 7 Mol. Wasser auf 
irgendeine noch naher zu bestimmende Weise auszutreten haben. 

Etwas unterschiedlich sind die Fraktionen P II und P III, indem 
sie weniger Oxyprolin enthalten miissen. Wir kommen auf sie noch 
weiter zuriick (s. zu diesen Darlegungen Tabelle Il). Aber weitaus 
am lehrreichsten ist die in absolutem Alkohol leicht lésliche Fraktion 6. 
Im Gegensatz zu P I besitzt sie ein niedriges Molekulargewicht, namlich 
370. Analytisch laBt sie sich ebenfalls leicht mit jener Gelatinefraktion 
in Einklang bringen, die auf zwei der bereits erwahnten Achterkomplexe 
sieben Acetylreste zihlt. Gelatinefraktion IV stellt ein solches Produkt 
vor. Das niedrige Molgewicht von 6 erklirt sich dadurch, daB die 
Achterkomplexe in d noch nicht gebildet worden sind, daB also noch 
die Assoziationseinheiten anwesend sind, offenbar weil sie wahrend 
der Acetylierung noch nicht zusammentraten, um die entsprechenden 
Achterkomplexe zu _ bilden. 

Nunmehr ergibt sich die Frage, welche Assoziationseinheiten es 
sind, die zu jenen héheren, Achter oder noch héheren (s. Fraktion IIT, 
vom Molgewicht 1670) Komplexen zusammentreten. Diese Frage auf- 
zuklaren, ist deswegen ungemein bedeutungsvoll, weil angesichts der 
nunmehr festgelegten engen Beziehungen zwischen den Pepton- und 
den Gelatineprodukten wir in der Lage waren, die gleichen Assoziations- 
einheiten auch in der urspriinglichen Gelatine anzunehmen und auf diese 
Weise, wenn auch nur um einen kleinen Schritt, dem Verhaltnis zwischen 
Gelatine und Gelatinepepton naher kamen. 

Dasjenige Peptonpraparat, das nach dem Verdampfen des durch 
Pepsin-HCl verdauten Gelatinehydrolysats durch Extraktion des 
Riickstandes mit Methylalkohol und Fallung des Extrakts mit dem 
gleichen Volumen absoluten Athylalkohols erhalten wurde, ergab 
nach dem Trocknen im Vakuum bei 105° einen N-Gehalt von 16,43 °,, 
im Mittel und einen Amino-N-Gehalt nach van Slykes Methode von 
0,96°,, (nach Sérensen 0,92°,). Das Verhaltnis beider betragt somit 
Amino-N/Gesamt-N = rund 1/16. Es kommt also auf je 16 Atome 
Stickstoff eine freie Aminogruppe. In der Fraktion III einer anderen 
Darstellung betrigt dieses Verhaltnis 1,95/15,80 = rund 1/8, so daB 
hier auf je 8 N-Atome eine freie Aminogruppe entfallt. Das Molekular- 
gewicht betragt dort 393, hier 366. Von einem Oktapeptid bei unserer 
Bausteinzusammensetzung kann also nicht im entferntesten die Rede 
sein. Wir sind aber der Ansicht, daB die in Tabelle II unter 4 und 5 
aufgestellten Strukturen den Verhiltnissen Rechnung tragen, wieder 
mit der Einschrankung, da8 die Gruppierung der Bausteine unter- 
einander bis zu einem gewissen Grade willkiirlich ist. Begriindet dagegen 
diirfte folgendes sein: Die Heraushebung des Oxyprol yl-alanin- Komplexes 
aus dem Ganzen und seine Hinstellung als eines selbstaéndigen Asso- 
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ziationsindividuums, da wir uns bei den Versuchen mit Gelatine iiljer- 
zeugt haben, daB dieser Dipeptidkomplex unter Umstanden  selb. 
standig in Erscheinung treten kann'. Diese SchluBfolgerung ist n- 
gesichts des beschriebenen Zusammenhangs der Gelatine- und er 
Peptonabkémmlinge, die sich nach erfolgter Acetylierung ergeben 
berechtigt. Sodann die Heraushebung des Hexapeptidkomplexes, 
das im Pepton neben dem Dipeptidkomplex besteht, bei der Behandlung 
des ersteren mit Essigsiureanhydrid aber allmahlich, und zwar unte: 
Eintritt von Acetyl mit dem Dipeptid in eine assoziative Bindung tritt 
Die Fraktion 6 unter den acetylierten Abkémmlingen des Peptons 
stellt einen Uberrest der noch nicht assoziierten Einheiten dar, wie 
sie im Pepton urspriinglich enthalten waren. Da die Anzahl freier 


Aminogruppen im Verhaltnis zum Gesamtstickstoff im Pepton von ! , 


auf 1/,, sinken kann, beruht vielleicht auf der leichten Anhydrisierbar- 
keit dieser selbstindigen Assoziationseinheiten, offenbar unter dem Ein. 
fluB des Kochens mit Athylalkohol bei der Extraktion, z. B. wenn diese 
Operation zeitlich linger andauert. Auch schon das Eindampfen des 
Pepsinhydrolysats im Vakuum kann unter Umstanden eine partielle 
Anhydrisierung bedingen. Es kommt dann auf den Grad des Ein- 
dampfens bzw. der damit verbundenen Entwasserung an. Die Be. 
handlung mit Essigsiéureanhydrid vervollstandigt sodann die An- 
hydrisierung, so daB von den beiden Individuen, dem Dipeptid und dem 
Hexapeptid, nur die eine offen bleibt und freies Carboxyl nach Will. 
statter-Waldschmidt-Leitz nachzuweisen gestattet. 


Es ergibt sich in diesem Zusammenhang die Frage, welche von den 
beiden Individuen der Anhydrisierung unterliegt. Ware es nicht 
plausibler, im Pepton den Dipeptidkomplex als geschlossen anzunehmen 
und statt dessen das Hexapeptid offen hinzustellen? Dies ist jedoch 
nicht angangig, da man in diesem Falle das Verschwinden von nach 
van Slyke nachweisbaren Aminogruppen nicht erkliren kénnte. Es 
bliebe jetzt noch der Weg bestehen, die Aminogruppen in den Dipeptid- 
komplex zu verlegen, d.h. statt des Oxyprolyl-alanins Alanyl-oxyprolin 
anzunehmen, das sich dann partiell anhydrisiert. Gegen diese An- 
nahme jedoch spricht die Tatsache des selbstandigen Auftretens der 
Dipeptidkomplexe, und zwar in nichtanhydrischer und nichtacetylierter 
Form!. Da dieses von uns seinerzeit isolierte und analysierte Produkt 
keine primare Aminogruppe enthielt, so muBten wir es als Oxyproly!- 
alanin ansprechen. Damit aber sind wir gendétigt, die offenen Amino- 
gruppen und ihre Anhydrisierung in den Hexapeptidkomplex zu verlegen 

LaBt sich also das Auftreten der acetylierten und zur Halfte an- 
hydrisierten Assoziate der beiden Assoziationsindividuen nach er 


1 T. Mitteilung (1. c.). 
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Behandlung des Peptons mit Essigséureanhydrid unschwer verstehen, 
so ist dies bei der Gelatine bedeutend schwieriger. 

Es ist sehr wenig wahrscheinlich, daB die beiden Assoziations- 
individuen, die wir uns, wie gesagt, urspriinglich als nichtanhydrisiert 
denken, unter den von uns beobachteten Bedingungen der Acetylierung 
aus der Gelatine durch einen hydrolytischen ProzeB hervorgegangen 
sind. Friher lag uns eine solche Annahme mit Bezug auf den Dipeptid- 
komplex naher, doch zwingt uns das regelmaBige Vorkommen des 
letzteren auch in den Peptonfraktionen, bei weitgehendsten Kautelen 
zum AusschluB einer Hydrolyse, zur Aufgabe dieser Méglichkeit. Ferner 
haben wir friiher nachgewiesen, da bei der Behandlung der Gelatine 
unter relativ milden Verhaltnissen mit wasserfreiem Glycerin in wenigen 
Stunden eine vollstandige Desassoziation Platz greift und in sehr guter 
Ausbeute zu einem peptonahnlichen Produkt von der MolekulargréBe 
etwa 400 fiihrt!. Somit kénnen wir auf zwei verschiedenen anhydro- 
lytischen Wegen den Abbau der Gelatine bewirken, wobei jedoch 
betont werden soll, daB das Glycerinprodukt schon seinem Gewicht 
zufolge aus einem weit gréBeren Anteil des in der Gelatine enthaltenen 
Bausteinmaterials bestehen muB, somit neben unseren beiden Individuen 
aus noch weiteren, an deren Zusammensetzung auch die iibrigen in der 
Gelatine in gréBeren Quoten feststellbaren Aminosauren beteiligt sind. 

Wenn wir nun die Auffassung vertreten, daB die beiden Individuen, 
das Hexapeptid und das Dipeptid, in der Gelatine als solche enthalten 
sind, so drangt sich uns sogleich die Frage auf, auf welche Art und 
Weise sie dort gebunden sein kénnen. Hier halten wir uns vor Augen, 
daB diese Komplexe sich mit anderen ahnlich beschaffenen sehr leicht 
assoziieren, wahrscheinlich nicht nur unter der Einwirkung eines 
Mediums, wie Essigsiureanhydrid, sondern in allgemeiner Weise. 
Freilich scheinen die Bedingungen zur Assoziation bei der Behandlung 
mit dieser Fliissigkeit besonders giinstig zu sein. Die Assoziation kénnen 
wir, wie dies bereits friiher? auseinandergesetzt wurde, mit Hilfe von 
Hauptvalenzen ohne Schwierigkeit vorstellen, wenn wir den Imino- 
wasserstoff der —CO-—-NH-Gruppe zum Carbonylsauerstoff wandern 
lassen und auf diese Weise zwei freie Valenzen gewinnen: 

—C—(0H)—N— . 

—X—(0H)—C— 
Eine solche Tautomerie kann durch ein Mittel, wie Essigsiureanhydrid, 
leicht begiinstigt werden. 

Die nach der Acetylierung der Gelatine erhaltene Ausbeute an 
Fraktionen, denen man die aus den beiden Assoziationsindividuen 


1 4. Fodor u. R. Schoenfeld, diese Zeitschr. 200, 223, 1928; ITI. Mitteilung. 
2 IV. Mitteilung (1. c.). 
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zusammengesetzte Struktur zugrunde legen kann, betragt maximal, 
unter Beriicksichtigung unserer zuverlassigsten Bestimmung, pro 
100 g Gelatine 36g. Ziehen wir von dieser Zahl die auf die Acety|- 
gruppen entfallende Menge ab, im Mittel 16°,, so verbleiben etwa 
30 g fiir die reine Peptidmaterie. Korrespondiert letztere in der Tat 
mit dem durch Methylalkohol ausziehbaren Anteil des Gelatine-Pepsin- 
hydrolysats, so miiBte dessen Ausbeute gleichfalls rund 30 g aus 100) g 
Gelatine betragen. Ein besonderer zwecks Ermittlung der Ausbeute 
angesetzter Versuch mit 1 kg Gelatine ergab 220 g, also um acht absolute 
Prozente weniger’. Die Ursache liegt in der Unméglichkeit, aus dem 
Fermenthydrolysat den entsprechenden Anteil mit Hilfe des Methy)- 
alkohols quantitativ zu extrahieren. Wahrend der Extraktion wird 
ein Teil, der offenbar dem Verlust entspricht, im gleichen Solvenz 
unléslich. Das reine, aus der methylalkoholischen Lésung durch absoluten 
Alkohol gefaillte Produkt ist in Methylalkohol tiberhaupt nicht mehr 
léslich. Ubrigens entspricht die Gré®enordnung des in Methylalkohol 
léslichen Anteils des Peptons, den wir in Zukunft als den A-Teil der 
Gelatine bezeichnen werden, jener der Acetylfraktionen aus Gelatine, ver- 
steht sich, nach Abzug des auf die Acetylgruppen entfallenden Gewichtes, 
in Anbetracht der schwierigen technischen Bedingungen, recht gut. Diese 
Fraktionen leiten sich somit ebenfalls vom A-Teil der Gelatine ab. 

Die relativ leichte Isolierbarkeit des acetylierten A-Teiles liegt 
an der guten Léslichkeit dieser an Prolin und Oxyprolin so reichen 
Fraktionen in Alkohol, besonders im ungereinigten Zustande. 

Dagegen soll der dem Glycerinprodukt zugrunde liegende Anteil 
der Gelatine als P-Teil bezeichnet werden. Offenbar enthalt der P-Teil, 
neben anderen Assoziationsindividuen, den A-Teil, woriiber demnachst 
weitere Erfahrungen mitgeteilt werden sollen. 

Die Richtlinie unserer kiinftigen Versuche ist somit durch die 
Ermittlung der neben den beiden Assoziationsindividuen, die das 
chemische Wesen des A-Teiles darstellen, auftretenden Individuen der 
Gelatine gegeben. Ferner soll gepriift werden, ob die Funktion der 
Pepsin-Salzsiure, daneben, daB sie gewisse —-CO—-NH-Bindungen 
zerlegt, nicht darin zu suchen ist, daB sie diese Assoziationsindividuen 
voneinander trennt. Der auffallende Umstand, daB das Pepsin zum 
Unterschied von den anderen proteolytischen Fermenten gerade in 
saurer Lésung wirksam ist, deutet auf eine besondere Aufgabe, clic 
sehr wohl in der Desassoziation gelegen sein kann. Der Scharfsinn der 
Sprache, der ,,Pepsin“ und ,,Peptisieren‘ schon langst und vielleicht 
unbewuBt miteinander in Beziehung brachte, kommt hier als Weg- 
weiser mit in Betracht. Keinesfalls kann die einzige Aufgabe es 


1 Dureh Herrn cand. chem. M. Frankenthal ermittelt. 
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Pepsins in der Zerlegung von CO-—-NH-Gruppen gesucht werden. 
Bekanntlich 14Bt sich die Gelatine bereits mit warmem Wasser des- 
assoziieren, allerdings in mehr oder weniger reversibler Weise. Mit 
Hilfe von heiBem Glycerin bewirkte Desassoziation ist dagegen irre- 
versibel, und auch das salzsaure Pepsin zieht eine ahnlich homodrome 
Desassoziation nach sich, wobei auBerdem noch gewisse —-CO—N H- 
Bindungen zerlegt werden. 

Zu verzeichnen ist ferner, daB sich sowohl die hochmolekularen 
Fraktionen des Gelatineabbaus mit Essigsiureanhydrid, als auch die des 
analogen Peptonabbaus durch ein ebenfalls schon in friiheren Mit- 
tellungen! erwihntes Verhalten beim Erwarmen ihrer wiasserigen 
Lésungen auszeichnen, nimlich durch die Bildung eines in der Kalte 
reversiblen Hitzekoagulates bzw. einer solchen Hitzefallung. Sie erscheint 
bereits beim gelinden Erwarmen und macht sich durch eine allgemeine 
Tribung der Fliissigkeit leicht bemerkbar. Beim Kochen ballt sich die 
Ausscheidung zu auf der Oberfliche schwimmenden und daher leicht tiber- 
sehbaren Fléckchen zusammen, die bei starker Abkiihlung wieder in 
Lésung gehen. Dies Spiel laBt sich beliebig oft wiederholen. Die niedrig- 
molekulare Peptonfraktion 6 gibt diese Reaktion nicht im geringsten. 

Da die Peptonfraktionen durch eine gr6éBere Reinheit ausgezeichnet 
sind, so laBt sich die Hitzefallung bei ihnen deutlicher beobachten 
als bei den Gelatineprodukten. Wie die TabellenI und II zeigen, 
geht bei diesen letzteren die durch das Essigsiureanhydrid bewirkte 
Assoziation in einigen Fallen weiter als bis zur Verschmelzung eines 
Hexapeptid- und eines Dipeptidkomplexes bis zum Achterkomplex. 
Im Falle der Fraktion III (Juli) ergab sich eine MolekulargréBe von etwa 
1600, also einem Sechzehnerkomplex entsprechend. Allerdings lieB sich 
ahnliches frither auch unter den Peptonprodukten in geringem Aus- 
mage feststellen!. 

Es lassen sich somit prinzipielle Unterschiede zwischen den analogen 
Fraktionen aus Gelatine einerseits und aus Pepton andererseits in keinem 
Falle nachweisen, nur ist der Reinheitsgrad der letzteren, dank des 
reineren und einheitlicheren Ausgangsmaterials, hoher als der der ersteren, 
was sich weniger in der analytischen Zusammensetzung (die aus der 
IV. Mitteilung bekannten Fraktionen, die hier auf Grund der jiingsten 
Erfahrungen neu berechnet worden sind, weisen eine recht zufrieden- 
stellende Ubereinstimmung zwischen den berechneten und den ge- 
fundenen Werten auf) auBert, als vielmehr in Unterschieden in der 
Loslichkeit (so sind die reineren Peptonfraktionen in Alkohol schwerer 
léslich als die Gelatineprodukte), ferner im Verhalten gegeniiber der 
fermentativen Spaltung. Man betrachte daraufhin die Tabelle IIT. 


1 II. Mitteilung (1. c.). 
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Bei samtlichen Fermentversuchen, die mit einem hochaktivey 
Pankreatinpraparat der Firma Parke, Davis & Co., London, durch. 
gefihrt worden sind, gelangte die gleiche Menge unter gleichen Konzen. 
trationsverhaltnissen zur Untersuchung. Neben dem eigentlichen 
Versuch wurden zwei Kontrollen gemacht, von denen die eine (dritte 
Kolumne) die in den vermerkten Zeiten eingetretene Abspaltung des 
O-Acetyls anzeigt. Da einem Aquivalent der abgespaltenen Essigsa ure 
beim additiven Molgewicht von 794,46 ein n/10 NaOQH-Titer (Formo!. 
methode) von 1,26, bei jenem von 1630,94 hingegen ein solcher von 
1,23 cem entspricht, so ergibt sich aus den gefundenen Titerwerten, 
daB sich nach der Einwirkungszeit von zwélf Tagen bei 37° durchgehends 
mehr als 1 Aqu. O-Acetyl abgespalten hat, bei Fraktion IIT (Juli 
und PI sogar bedeutend mehr. Die gleichen Formoltiterwerte (n |\) 
NaOH) entsprechen auch der Infreiheitsetzung von 1 Aqu. COOH aus 
der —-CO—-NH-Bindung: 1,26 bzw. 1,23 ccm. Wie die Differenzen 
It — (I + ILI) der letzten Kolumne in Tabelle III ergeben, werden diese 
Werte bei der Fraktion III (Juli), deren experimentell ermitteltes Mol. 
gewicht rund 1600 betrug, nicht erreicht, wohl aber in Fraktion VI 
(Juli), in Fraktion I (September) etwas und in Fraktion IV (September 
bedeutend iiberschritten. Die schwere Spaltbarkeit von Fraktion II] 
lieBe sich durch ihr hohes reelles Molgewicht erklaren; viel schwierige: 
aber ist die Deutung der schweren Spaltbarkeit sowohl der héher- als 
auch der niedrigmolekularen Peptonfraktionen PI und 6. Wir halten es 
nicht fiir ausgeschlossen, daB diese Unterschiedlichkeiten in der fermen- 
tativen Spaltungsgeschwindigkeit mit dem gréBeren Reinheitsgrad 
dieser Substrate zusammenhangen. 


Welche von den beiden Komplexen, der Hexapeptid- oder cer 
Dipeptidkomplex, der Spaltung zunachst unterliegt, laBt sich zurzeit 
nicht beurteilen, zumal unsere Kenntnisse iiber das fermentative Ver- 
halten der Prolinpeptide noch im Dunkeln sind. Jedenfalls muB aber als 
sichergestellt angesehen werden, dais entweder neben dem Dipeptid- 
komplex auch der Hexapeptidkomplex gespalten wird oder aber dali 
letzterer allein der Fermentwirkung anheim fallt. Im anderen Falle 
kénnten wir das Auftreten eines iiber ein Aquivalent hinausgehenden 
Sérensen-Titers nicht deuten. Trotz der vermutlichen Anhydrisierung 
gerade des Hexapeptidkomplexes miissen wir an dessen Angreifbarkeit 
durch Fermente festhalten. Wie aber bereits friiher angestellte Versuche 
erwiesen haben, besteht diese Angreifbarkeit lediglich bei den Fermenten 
des Pankreatinpraparates und nicht bei jenen des Hefemazerates. 


Versuche. 


Der Methode, nach der die Gelatine mit Essisgiureanhydrid behan ‘elt 
wurde, ist nichts weiteres hinzuzufiigen: sie deckt sich vollstaéndig mit «/en 
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\erfahren in den friiheren Mitteilungen iiber diesen Gegenstand!. Die 
Aufarbeitung weiterer Einwirkungsprodukte des Anhydrids auf CGelatine 
ersicht man aus dem Schema Juli und September 1929, das hier folgt. 
Auf die quantitativen Verhaltnisse wurde jedoch diesmal nicht so genau 
geachtet, wie es bei der dem Versuch der V. Mitteilung zugrunde liegenden 
Aufarbeitung der Fall war. Hier handelte es sich lediglich um die Gewinnung 
von Material ®. 

Die analytischen Ergebnisse, die die Produkte der letzten und der 
friiheren Aufarbeitungen lieferten, sind in die Tabelle I eingetragen, ebenso 
wie die berechneten Werte, die wir auf Grund der den letzten Befunden 
angepaBten Strukturformeln gewannen. Letztere sind in der Tabelle LI 
enthalten. Sahen wir uns wegen des Acetylgehalts veranlaBt, ein molekulares 
Gemisch verschieden stark acetylierter Derivate anzunehmen, so figuriert 
neben dem wahren, d. h. gefundenen Molgewicht auch das additive, das man 
durch Addition der im entsprechenden Gemisch enthaltenen Molekiile erhalt. 

Einer besonderen Erwaihnung bedarf noch die Aufarbeitung des mit 
Essigsiureanhydrid behandelten Gelatinepeptons. 

40 g¢ des Peptons (gewonnen durch Extraktion des im Vakuum zu 
Trockne verdampften neutralisierten Pepsinhydrolysats mit Methylalkohol 
und Fallung der filtrierten Extrakte durch das gleiche Volumen Athyl- 
alkohol) wurden in exsikkatortrockenem Zustande mit 200g Essigsaure- 
anhydrid bei Siedehitze behandelt. Nach erfolgter Auflésung wurde noch 
etwa eine Stunde lang erhitzt, dann im Vakuum eingedampft und der Riick- 
stand mit heiBem absolutem Alkohol ausgezogen. Nur der kleinere Teil lést 
sich darin auf. Der ungelést bleibende Hauptanteil laBt sich mit dem Alkohol 
mechanisch quantitativ herausspiilen. Diese Operation erfolgte in mehreren 
Fraktionen, die getrennt verarbeitet worden sind. Die in absolutem Alkohol 
unléslichen Fraktionen wurden zu diesem Zweck zunachst in Chloroform 
heiB gelést und die Lésung mit Petrolather gefallt. Durch diese Reinigung 
verloren sie ihre sirupése Konsistenz und verwandelten sich in beinahe 
kristallinisch aussehende Substanzen. Zur weiteren Reinigung wurden sie 
in gewohnlichem Alkohol heiB aufgelést. Nach dem Erkalten fallt der gréBte 
Teil des Produktes direkt aus und kann abgetrennt werden. Das Filtrat gibt 
bei der Fallung mit Ather eine weitere Menge. Wir erhielten aus drei Frak- 
tionen zu 16g, 4g und 4,2 g durch diese Reinigung an aus dem erkalteten 
Alkohol unmittelbar ausgefallenen Produkten 8g Fraktion PI, 1,9¢ 
Fraktion P II und 2g Fraktion PIII. Die dazugehérigen Filtrate lieferten 
nach der Atherfallung: 4,4 g Fraktion A, 1 g Fraktion B und 1,1 g Fraktion C. 

Die bei der urspriinglichen Behandlung des Gesamtriickstandes in 
absolutem Alkohol gelésten Anteile wurden nach dem Einengen der Lésung 
am Wasserbade mit Ather gefallt, das so gewonnene Produkt (etwa 10 g) 
sodann aus Methylalkohol durch Petrolather abgeschieden: Fraktion 0. 
Von den verarbeiteten 40g Pepton wurden also nach der Behandlung 
35g in acetylierter Form wiedergewonnen, von welcher Menge etwa 
22g in chemischer Beziehung erschlossen werden konnten, indes der Rest 
teils in Form von Gemischen vorlag, teils in die mit praparativen Arbeiten 
verbundene Verlustquote einging. 


1 TV. Mitteilung (I. c.). 

2 So wurde der durch absoluten Alkohol schwer extrahierbare Anteil 
des Juliversuchs erst vor kurzem verarbeitet und auf diese Weise die Aut- 
arbeitung des gesamten acetylierten Produkts vervollstandigt. (Hieriiber 
wird demniachst berichtet.) 
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Aufarbeitung Juli 1929}. 


100 g Gelatine (mit Essigsiureanhydrid behandelt) 


Alkoholische Lésung + Riackstand 
+ Ather + Alkohol 
Fraktion I (3 g) a i i 
Lésung + Ather Riickstand 


Fraktion II 
mehrmals in absolutem Alkohol gelost 
und in Ather gewirbelt: Fraktion Ila, 
dann mit heibem CHCl, gelést und mit 
Petrolather gefallt: Fraktion IIb (2,7 g) 


Lésung + Ather Riickstand 

Fraktion III (8 g) + Alkohol 
. 

Lésung + Ather Riickstand 


Fraktion IV (1,7g) + Alkohol 


v 
Losung + Ather Riickstand 0 
Fraktion V (6,7 g) 
Riickstand 3 + Alkohol 


Lésung + Ather Riickstand 
Fraktion VI (5,5 ¢) + Alkohol 
Lésung + Ather tiickstand in CH; OH gelost 
Fraktion VII (3,2 g) und Lésung in Ather gewirbelt 
Fraktion VIII (4,7 ¢ Riickstand + CHCl, gelost 


+ Petroldther 
Fraktion IX (32 g) 


Aufarbeitung September 1929. 


100g Gelatine (mit Essigsiureanhydrid behandelt) 


Alkohol. Losung + Ather +  Rickstand 


Fraktion I (7,1 g) + Alkohol 
Lésung + Ather Rickstand 
Fraktion II (3,7 g) + Alkohol 
Lésung + Ather Riickstand 
Fraktion ITI (2,5 g) + Alkohol 


Losung + Ather Riickstand 
Fraktion IV (7,3 ¢ 


1 Kursiver Druck bedeutet Fdllungsmittel. 
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Aufarbeitung Juli 1929}. 


100 g Gelatine (mit Essigsiureanhydrid behandelt) 


Alkoholische Losung + Rickstand H 
_ Ather oe Alkohol i 0 
Fraktion I (3 g) a | 
Lésung + A ther Riickstand : 
Fraktion II : 
mehrmals in absolutem Alkohol geldst 
und in Ather gewirbelt: Fraktion Ila, 
dann mit heibem CHCl, gelést und mit 
Petrolather gefallt: Fraktion IIb (2,7 g) 
) 
Lésung + Ather Riickstand 
Fraktion LI (8 g) + Alkohol 
v 
Lésung + A ther Rickstand 
Fraktion IV (1,7 g) + Alkohol 
Lésung + Ather Rickstand 0 
Fraktion V (6,7 g) 
Rickstand 3 + Alkohol 51.0. 
Lisung + A ther Rickstand cs 
Fraktion VI (5,5 g) + Alkohol B51 A 
Lésung + Ather Rickstand in CH,OH gelost 51.7’ 
Fraktion VIT (3,2 g) und Lésung in Ather gewirbelt BLO 
Fraktion VIII (4,7 ¢ Riickstand + CHCl, gelost 
+- Petroliither 
Fraktion IX (32 g) 
Aufarbeitung September 1929. 
100g Gelatine (mit Essigsiureanhydrid behandelt) 
Alkohol. Losung + Ather +  Rickstand 
Fraktion I (7,1 g) + Alkohol 
Léosung + A ther Rickstand ra 8 
Fraktion II (3,7 g) + Alkohol —— 
Losung + A ther Riickstand 50.1 
Fraktion HI (2,5 g) + Alkohol sat 
Loésung + A ther Riickstand 
u Fraktion IV (7,3 ¢ 
1 Kursiver Druck bedeutet Fdllungsmittel. tiz vor 
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13,25 
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14,11 
14.12 
(14,12) 
14,16 17,50 
14,15 17,70 
(14,16) (17,60) 


18,13 5,986 


16.56 





Amino-N -Werte 
16,53 
16,34 

(16,43) 


0,96 °, (van Slyke) 


0,92 To (Sorensen ) 


15.76 
15.84 
(15,80) 


‘ "> (van Slyke ) 


192°. (Sérensen) 











50.54 620 


14,64 14,73 


50,18 | 6,27 14.77 12,68 


13,89 24,22 


iz von Max Frankel und 8. Kuk in diesem Heft ) 


und S. Auk veriffentlicht. 


-N 


Gesamt-N 


Amino 


» der 


Empirische Zusammensetzung 


) 


2 
a\p 


Grad 


1670 | — 78,74 


711 81.02 


CsqHso Ng Oy, 794,46 © 
85,30 


746 85,90 ; ‘ ’ 

7 9 Cro Hyog Nye Ooo — 1630,94 

[wahres berechnetes Molgewicht D150 
( 1/,) 407.73] 


370 72,80 





( also Ng Oj, 794,46 


») y ‘ , 
2 CogHsoNg O13 + Cag Hypo Nx 04; 


1614.94 


Coo Hy NO Cy Hyg No, 
Coo Hgo Ng Og + Cg Hyg No, 
C56 Hoo Nig a9 1338.84 

[wahres berechnetes Molgewicht 


(= 4) = 834,71] 


Cao Hga Ng Ox + Ca Hyg No O, 
“a Has Na( $= 848,88 


‘ntsp 
entspr. 9 


366° 
2.C gH NaOrg + Cyp Hye No O, 
2342 | wahres berechnetes 
Molgewicht ( 1.) 780.7] 


746 85.60 


1 oq ? 
Hey Ne Og + 2 Ogg Hye NO, 
2500 |wahres berechnetes 


Molgewicht ( 1.) 766.6] 


79.60 


Cox Hpg No); 913,54 


acetylierten Fraktionen gibt die Ninhydrinprobe bzw. Amine 
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Tabelle Il. 
Empirische Zus: ensetzung — 
mMadditive Molgewiehte) Strabtastormet 
C34 H50 Ns O14 = 794,46 ac—Gl—pr "| 
{Fraktionen III (Juli), al-oxypr-gl —— 
VI (Juli), I (September), . 
, . . ac 
IIb (IV. Mitteilung) und PT]. ac—Oxypr—al 
Gl = Glycyl- 
al —= alanin 
pr — prolyl- 
oxypr oxyprolyl- 
ac = acetyl- 


9) 


Cro Hos Nie Oag = 1630.94 
{[Fraktionen IV (Sept.) und 9]. 





Bemerkung. 


PI, PI, PIII und 0 
stellen Fraktionen des ace- 
tylierten Peptons dar. 
Alle abrigen Zeichen be- | 
ziehen sich auf Gelatine- 





produkte. 

3) 

2 C34 Hy Ns O13 + C36 H59 Ns O45 
= 1614,94 


(Fraktionen ? IIT und ITI). 





e Zeichen fiir molekulare Assoziation der 
Assoziationsindividuen. 


Fir Fraktion III 


(Juli) muB 1 verdoppelt 


werden (berechnetes wahres Molgewicht 





= 1588,92; gefundenes 1670). 
Fr IV (Sept.) 
ac—G|—pr-~al ac Gl—pr—al 
ac-al-oxypr-gl + al-oxypr-gl 

é 
ac ® a ®@ 


ac—( xypr—al 


ac—Oxypr—al 





é 
ac—Gl—pr—al ac——Gl—-pr—al 
ac-al-oxypr-gl “ al-oxypr-gl 
ac + ac + 
ac—Oxypr—al ac—Oxypr—al 
Die Sechser- und Zweierkomplexe, 


die in 0 nebeneinander bestehen, und ein 
gefundenes Molgewicht von 370 


1630,94 


{ ber 4 407,73 | 
bedingen, vereinigen sich in IV paar- 
weise zu zwei Achterkomplexen. 

ac Gl pr—al ac-—-Gl—pr- —al 

2 ac—al pr gl + ac-al -oxypr-gl 
| eo e 

ac—Oxypr-al ac—Oxypr—al 
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Tabelle Il (Fortsetzung). 





Empirische Zusammensetzung 
(additive Molgewichte) 


4) 
C56 Hypo Nie Ose = 1338.84 


(Nichtacetyliertes Gelatine- 
pepton, nicht fraktioniert) 


5) 

Cox Hye Ng Oro = 686.66 

(Nichtacetyliertes Gelatine- 
pepton, Fraktion IIT) 


6) 
2 Cgq H5o Ng Org + Cgo Hys Ne Ors 
2342.0 
(Fraktion Ia, IV. Mitteilung) 
Biochem. Zeitschr. 210, 24, 1928. 


7) 
2 Cy Hyg Ng ig + Cgq Ho Ns Or, 
= 2800 
(Fraktion 1, IV. Mitteilung). 


Strukturformel 
Gl—pr—al Gl—pr—al 
2al—pr—gl + al—oxypr—gl 
Oxypr—al Oxypr—al 


Das berechnete wahre Molgewicht betrigt 


ee = 334.7 (gefundenes 393). 


Gl—pr—al 
+ Oxypr—al 
al—oxypr—gl 


Das berechnete wahre Molgewicht betragt 
686,66 _ 
9 pie 


343.3 (gefundenes 366). 


|“ Gi—pr—al * Gl— pr—al 
9 al-oxypr-gl i sl-oxypr gl 


| ac ®@ ac @ 
ac—Oxypr—al Oxypr—al 


Das berechnete wahre Molgewicht betrigt 
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= = 780,7 (gefundenes 796). 
y Gl—pr—al ac—Gl— pr—al 
9 al-oxypr-gl + al-oxypr-gl 

ac ®@ ac ®@ 
Oxypr—al ac—Oxypr—al 





Das berechnete wahre Molgewicht betragt 
2300 


= 766.6 (gefundenes 819). 





8) 
Cs Hs9 No Oy = 913,54 
(Fraktion Ir, IV. Mitteilung). 


ac 


ac—G|—pr al 
| @ ac—Oxypr—al (NH, 
ac-al-oxypr-gl 


ac 


Io bo 


_ 
mow 


— 
bo bo 








gt 
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al 
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igt 
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Polypeptidassoziate. VI. 


Tabelle 111. 


Fermentversuche (37°). 


Der Versuch enthalt in 15 cem stets 0,1 g Substanz. 
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I. (Kontrolle) Il. (Versuch) III. (Kontrolle) 





ad + Ub 


Differenz 


0,65 


0,70 


0.40 
0,50 


0,60 


l0cem H,0 l0cem Lésung (4°/gig) 10cem Lésung (4 °/9ig) 
- Phosphat (sek.) 50 . Phosphat (sek.) 50 . Phosphat (sek.) 
0,15 g Pankreatin 0,15 g Pankreatin 
t : — 
15 cem verbrau- 15 cem verbrau- 15eem verbrau- 
chen nach der Diffe- chen nach der Diffe- chen nach der  Diffe- 
Formolmethode renz (Formolmethode renz Formolmethode renz 
cem n/10 NaOH eem n/10 NaOH ecm n/10 NaOH 
a) Gelatinefraktionen CygHs.N,O4,. 
Fraktion III (Juli) (additives Molgewicht 794,46). 
0 0,55 1,05 0,60 
2 Tage 1,05 0,50 3,30 2,25 1,70 1,10 
12 1,20 0,65 4,00 2,95 2,20 1,60 
Fraktion VI (Juli) (additives Molgewicht 794,46). 
0 0,45 1,00 0,60 
4 Tage 0,55 0,10 3,00 2,00 1,45 0,85 
12 , 0,75 0,30 3.95 2.95 2.00 1,40 
Fraktion I (September) (additives Molgewicht 794,46). 
0 0,60 1,20 0,80 
4 Tage 0,90 0,30 3,70 2,50 1,80 1,00 
> aro 1,00 0,40 4,40 3,20 2,15 1,35 
Fraktion IV (September) Cy 9Hy92N 4g Qo, (additives Molgewicht 1630,94). 
0 0,50 1,10 0,55 
7 Tage 0,90 0,40 4,30 3,20 1,65 1,10 
| aa 1,10 0,60 4.89 3,70 1,95 1,40 
B. Peptonfraktionen C,,Hg Ng. 
Fraktion PI (additives Molgewicht 794,46). 
0 0,30 1,20 0,70 
3 Tage 0,80 0,50 3,70 2,50 2,30 “1,60 
Bice 0,90 0,60 4,20 3,00 2,60 1,90 
Fraktion 6 Cz 9H 92NygOo9 (additives Molgewicht 1630,94). 
0 0,35 1,00 0,60 
2 Tage 0,75 0,40 2,80 1,80 1,40 0,80 
a 1,09 0,65 3,70 2,70 2,00 1,40 


0,65 








Notiz iiber Darstellung und Molekulargré6be von reinem 
Gelatinepepton. 


Von 
Max Frankel und Sonja Kuk. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie der Hebraischen 
Universitat Jerusalem.) 


(Eingegangen am 15. April 1930.) 


Molekulargewichtsbestimmungen an reinem Gelatinepepton, dar- 
gestellt durch Pepsineinwirkung auf Gelatine, scheinen bis jetzt noch 
nicht durchgefiihrt worden zu sein. Da der Kenntnis der Molekular- 
gr6éBe von Peptonen, die die primaren isolierbaren Spaltprodukte der 
Fermenteinwirkung auf Eiweibstoffe darstellen, Interesse zukommt, 
teilen wir im folgenden die Ergebnisse unserer diesbeziiglichen Ver- 
suche mit. 

Zur Gewinnung eines reinen Gelatinepeptons wurde von einer 
handelsiiblichen reinen Gelatine ausgegangen, die durch Elektrodialyse 
von anorganischen Bestandteilen weitgehend befreit worden war und 
nur mehr Spuren von Asche enthielt. Dieses Produkt wurde in iiblicher 
Weise der Pepsinverdauung unter den fiir diese optimalen Bedingungen 
unterworfen. Die Operation wurde, um die Einbringung anorganischer 
sowie iiberhaupt fremder Stoffe nach Tunlichkeit zu vermeiden, ohne 
Anwendung von Pufferlésungen, sondern unter haufig erneutem Zusatz 
von Salzsiure durchgefiihrt. 

Der Versuchsansatz, der bei Anwendung einer Substratmenge 
entsprechend etwa 500g urspriinglicher Handelsgelatine ein Volumen 
von ungefihr 10 Litern aufwies, wurde nach Beendigung der Ferment- 
spaltung zundchst zur Abscheidung der von der zugesetzten Salzsaure 
herriihrenden Chlorionen mit der berechneten Menge Silbercarbonat 
in der Kalte unter Riihren behandelt, nach Ausscheidung des gesamte! 
Chlors als Chlorsilber filtriert und das klare Filtrat aus einem Wasserbad 
bei etwa 40° AuBentemperatur im Vakuum eingedampft. Weder «das 
verdiinnte urspriingliche Filtrat, noch stark angereicherte Proben 
desselben zeigten die Silberreaktionen, so daB sich eine Behandlung mit 
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Schwefelwasserstoff eriibrigte. Die nach weitgehender Entfernung des 
Wassers im Vakuum zuriickbleibende Masse von briunlicher Farbe 
war amorph und spréde; sie wurde einer fraktionierten Extraktion 
mit siedendem Methylalkohol unter RiickfluB unterworfen. 


Durch die Vornahme der Extraktion in Fraktionen sollte fest- 
gestellt werden, ob auf diesem Wege eine Zerlegung des Peptonproduktes 
in Anteilen mit voneinander abweichenden Eigenschaften méglich ist. 
Es sei vorweggenommen, daB diese Versuche negativ ausfielen, soweit 
das Molekulargewicht hierfiir als Kriterium in Frage kommt; das erhellt 
aus den unten angegebenen Molekulargewichtszahlen der einzelnen 
Fraktionen, die ziemlich gleiche Werte gaben. 


Zu jeder Extraktion wurden je etwa 600 cem Methylalkohol ver- 
wendet, eine Zeitlang unter RiickfluB kochen gelassen, dann abgegossen 
und nach dem Erkalten von den geringen Mengen éliger oder amorpher 
Abscheidungen abfiltriert. Die nunmehr klare methylalkoholische 
Lésung wurde nach einigem Stehen in das gleiche Volumen Athyl- 
alkohol eingeriihrt und die dabei entstandene feinteilige Suspension 
absitzen gelassen. SchlieBblich wurde der hygroskopische Niederschlag 
mit Hilfe einer einfachen Vorrichtung, die den Zutritt von Luftfeuchtig- 
keit verhinderte, nach vorangegangenem Dekantieren und Waschen mit 
Athylalkohol auf einer Jenaer Glasnutsche gesammelt und auf dieser 
im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. Jede Fraktion wurde fiir 
sich der gleichen Aufarbeitung unterworfen. Auf diese Weise wurden 
vier Fraktionen des Peptons als reine, weiBe Pulver in den nachstehenden 
Mengen erhalten: |: etwa 2,5g; Il: etwa 0,.2g; III: etwa 5,5 g; 
IV: etwa 2,5 g. 

Mit diesen Mengen ist die Ausbeute an Pepton keineswegs erschépft, 
die Aufarbeitung des Riickstandes unter Gewinnung erheblicher weiterer 
Mengen des Peptons wird in einer anderen Arbeit aus diesem Institut 
beschrieben werden. Es sei nur erwahnt, daB sie durch Wasserzusatz 
vor der Extraktion mit Methyalkohol gelingt. 


Fir die Ausfiihrung der Molekulargewichtsbestimmungen auf 
kryoskopischem Wege bedienten wir uns einer Vorrichtung, die im 
wesentlichen eine verkleinerte Nachbildung der Beckmannschen 
Apparatur fiir Prazisionsmessungen' darstellt und wie diese mit elektro- 
magnetischer Rihrung und Pendelunterbrecher ausgestattet ist. Zur 
Durchfiihrung einer genauen Bestimmung sind 2 bis 3 ccm der Lésung 
ausreichend, also Substanzmengen, wie sie auch fir die iiblichen, meist 
auf ebullioskopischem Wege durchgefiihrten Mikromolekulargewichts- 
bestimmungen erforderlich sind, wobei aber die gréBeren Vorziige der 


' BE. Beckmann, Zeitschr. f. physik. Chem. 44, 177, 1903. 
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kryoskopischen vor der ebullioskopischen Methode zugunsten unseres 
Verfahrens sprechen. 

Die Beschrankung auf das kleine Volumen wurde erzielt durch 
Anwendung eines Mikro-Beckmann-Thermometers, wie es fiir das 
Siedeverfahren iiblich ist. Durch entsprechende Abinderung der 
Kapillare, die nach unserem Vorschlag von der Firma Siebert & K iihn 
in Kassel vorgenommen wurde, kann ein derartiges Thermometer 
auch fiir das Arbeiten bei den nach dem Gefrierverfahren erforder- 
lichen tieferen Temperaturen brauchbar gemacht werden. 

Es wurde unter ungefahrer Einhaltung der Konvergenztemperatur, 
also mit einer fiir die vorliegenden Zwecke hinreichenden Genauigkeit, 
gearbeitet. 

Molekulargewichtsbestimmungen. 


Fraktion I. 0,3072 g in 3g Wasser gelést gaben eine Depression 
von 0,542°; berechnetes Molekulargewicht : 351,4. 0,1843 g in 3 g Wasser 
gelést gaben eine Depression von 0,334°; berechnetes Molekular- 
gewicht: 342,0. 

Fraktion II. 0,1515 g in 3g Wasser gelést gaben eine Depression 
von 0,251°; berechnetes Molekulargewicht: 374,2. 0,0909g in 3 ccm 
Wasser gelést gaben eine Depression von 0,160°; berechnetes Molekular- 
gewicht: 352,2. 

Fraktion III. 0,285 g in 3g Wasser gelést gaben eine Depression 
von 0,501°; berechnetes Molekulargewicht : 352,7. 0,1710g in 3g Wasser 
gelést gaben eine Depression von 0,303°; berechnetes Molekular- 
gewicht: 349,9. 

Fraktion IV. 0,2897 g gaben in 3 g Wasser gelést eine Depression 
von 0,475°; berechnetes Molekulargewicht: 377. 0,1738g in 3g Wasser 
gelést gaben eine Depression von 0,295°; berechnetes Molekular- 
gewicht: 365,3. 


Berichtigung. 


In der Mitteilung von H. N. Naumann, diese Zeitschr. 220, 217 


1930 muB es heiBen: 


Auf §8. 219, Zeile 8: 0,03 % statt 0,3 %, 
Zeile 9: 0.0015 %, statt 0.015%. 


’ 

















